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1 UVOD 
Prehranska dopolnila so koncentrirani viri posameznih ali kombiniranih hranil ali drugih 
snovi s hranilnim ali fiziološkim učinkom, katerih namen je dopolnjevati običajno prehrano 
(Pravilnik o prehranskih dopolnilih, 2013). Njihova dejanska učinkovitost in izvor sta bolj 
ali manj neznana, saj prehranska dopolnila nimajo stroge regulacije tako kot zdravila in 
živila. Bogata ponudba različnih prehranskih dopolnil na osnovi alg priča o njihovi 
priljubljenosti med potrošniki. Zavedati se moramo, da pod ohlapen termin »alge« spadajo 
popolnoma nesorodni organizmi. Posledično so prehranska dopolnila na osnovi različnih alg 
popolnoma drugačna in se tudi tržijo z različnimi nameni. Med proizvajalci je pogosta praksa 
dodajanja različnih snovi z namenom izboljšanja prehranskih dopolnil, kar še dodatno oteži 
opredelitev takšnih izdelkov, še posebej če so dodatki nedeklarirani. 
 
Največji delež trga predstavljajo izdelki na osnovi mikroalg Spirulina sp., Chlorella sp. in 
Aphanizomenon flos-aquae. Čeprav sta učinkovitost in varnost mikroalg zelo dobro 
raziskani (de Morais in sod., 2015; ANSES, 2017), je potrebno z medsebojno primerjavo 
ovrednotiti tudi posamezne izdelke, saj lahko izvor in način gojenja mikroalg potencialno 
vplivata na njihovo učinkovitost in varnost. Komercialno gojenje alg za prehranska 
dopolnila (PD) je v primerjavi z laboratorijskim (gojenje za raziskovalne namene) 
ekonomsko optimizirano, kar lahko privede do razlik med različno gojenimi algami. Za 
korektno ovrednotenje PD na osnovi alg so posledično potrebne direktne analize, saj so 
rezultati raziskav (laboratorijsko gojenih alg) lahko zavajujoči.  
 
 
Slika 1: Mikroalga Spirulina platensis pod 40x mikroskopsko povečavo (Vladimirescu, 2010) 
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1.1 NAMEN DELA 
Namen te magistrske naloge je bil določanje antioksidativnega potenciala, razmerja stabilnih 
izotopov lahkih elementov in elementne sestave različnih prehranskih dopolnil iz alg 
(Spirulina sp., Chlorella sp., rjavih alg in Aphanizomenon flos-aquae). Osredotočili smo se 
predvsem na pripravke iz alg, ki se danes dobijo na slovenskem trgu. Preko določanja 
antioksidativnega potenciala (AOP) in elementne sestave smo delno ovrednotil njihove 
učinke in sestavo, ki je deklarirana na embalaži. Vzorcem alg smo določili razmerja stabilnih 
izotopov lahkih elementov (C, N, S) in skupaj z elementno sestavo ugotavljal njihov izvor. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Elementna sestava prehranskih dopolnil iz alg ustreza deklaraciji. 
 
Kombinacija razmerja stabilnih izotopov lahkih elementov in elementne sestave nam 
omogoča ločevanje dopolnil glede na njihov izvor. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ALGE V PREHRANSKIH DOPOLNILIH 
S pojmom alge označujemo raznoliko skupino preprostih, fotosintetsko aktivnih, predvsem 
vodnih organizmov. Alge se že več kot dve tisočletji uporabljajo v prehrambene ter 
zdravstvene namene (Richmond, 1986; Gao, 1998).  
 
V prehranskih dopolnilih najdemo mikroskopske enocelične alge velikost 1-100 µm 
(mikroalge), kot tudi več metrske večcelične alge (npr. rjave alge). Termin alge zajema 
prokariontske in evkariontske organizme (Puc in sod., 2017), ki so predstavljeni v 
preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Najpogostejše vrste alg, ki se uporabljajo v prehrani (prirejeno po Puc in sod., 2017) 
Deblo ali Razred Red Rod Vrste 
Cianobakterije - Cyanobacteria 




Nostocales Aphanizomenon Aphanizomenon flos-aquae 
Haptofiti - Haptophyta 
 Isochrysidales Isochrysis Isochrysis galbana 
Raznobičkaste alge - Heterokontophyta 
Kremenaste alge Chaetocerotales Chaetoceros Chaeteceros sp. 
Zelene alge - Chlorophyta 




Dunaliella Dunaliella salina 
Dunaliella bioculata 
Dunaliella tertiolecta 
Rjave alge - Phaecophycea 
 Laminariales Macrocystis Macrocystis pyrifera 
Laminaria Laminaria digitata 
Fucales Ascophyllum Ascophyllum nodosum 
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2.2 MIKROALGE 
Mikroalge so fotosintetski organizmi, ki igrajo ključno vlogo v vodnih ekosistemih. 
Odgovorne so za približno 40 % globalne fotosinteze (Moreno-Garrido, 2008). Vsebujejo 
tudi številne bioaktivne spojine, ki so lahko v pomoč pri zadoščanju prehranskih potreb in 
zmanjševanju nastanka kroničnih boleznih pri ljudeh. Biokemijska sestava mikroalg je 
odvisna predvsem od makro in mikrohranil, ki so uporabljena pri pripravi gojišča (Da Silva 
in sod., 2016). Mikroalge imajo močan odziv na prehranski stres in posledično lahko 
spremenijo svoje biosintetske poti v smeri snovi našega interesa (Karemore in sod., 2013). 
 
Mikroalge v povprečju podvojijo svojo biomaso v roku 2 - 5 dneh in dosežejo visok donos 
brez uporabe pesticidov, herbicidov ali fungicidov (Costa in de Morais, 2011). Proizvodnja 
mikroalg prav tako ne konkurira pridelavi živil, saj ne potrebuje obdelovalne površine. 
Hranilnim potrebam alg lahko zadostijo tudi organski industrijski odpadki in posledično 
omogočijo transformacijo težavnih odpadkov v izdelek z visoko dodano vrednostjo 
(Vonshak, 2000). 
 
Zaradi njihove izredne biodiverzitete kot tudi številnih biokemijskih in molekularnih 
strategij za obvladovanje okoljskega stresa, imajo mikroalge sposobnost sinteze širokega 
spektra različnih bioaktivnih spojin (Harun in sod., 2010). Med številnimi skupinami 
mikroalg so izreden vir bioaktivnih spojin predvsem modrozelene cepljivke (Chu, 2012), 
med katerimi je komercialno najbolj poznan rod Spirulina (Arthrospira). 
 
2.2.1 Bioaktivne spojine v mikroalgah 
Mikroalge preko primarnega in sekundarnega metabolizma sintetizirajo različne bioaktivne 
spojine: beljakovine, maščobne kisline, vitamine, pigmente itd. Takšne spojine imajo lahko 
tudi protivirusne, protiglivične, protialgalne in antibiotične učinke (Volk, 2008). Večina 
bioaktivnih spojin se akumulira v biomasi, medtem ko se ostale izločijo v medij kot zunanji 
metaboliti (de Morais in sod., 2015). 
 
Navkljub tisočim različnim vrstam mikroalg jih imamo v zbirkah po svetu le majhno število, 
od katerih je bilo za bioaktivne spojine v njihovi biomasi proučevanih le okoli 100. Izmed 
teh se industrijsko goji le nekaj vrst (Harun in sod., 2010). Ta neizkoriščena biodiverziteta 
ima izreden potencial za aplikacijo v številnih biotehnoloških področjih, kot je na primer 
proizvodnja bioaktivnih spojin za prehrano, medicino, kozmetiko in farmacijo (Kolympiris 
in sod., 2014). Zaradi napredovanja biotehnologije, predvsem genskega inženiringa, se 
mikroalge smatrajo za potencialno enega najboljših virov novih izdelkov in njihovih načinov 
uporabe (Ibanez in Cifuentes, 2013).  
 
Nedavne študije (Bhagavathy in sod., 2011; Palavra in sod., 2011; Markou in Nerantzis, 
2013) poročajo o zmožnosti mikroalg za sintezo spojin z različnimi biološkimi učinki, kot 
so karotenoidi, fikobilini, večkrat nenasičene maščobne kisline, beljakovine, polisaharidi, 
vitamini, steroli itd.  
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2.2.2 Rod Arthrospira (Spirulina sp.) 
Spirulina sp. je drugo poimenovanje modrozelenih bakterij iz rodu Arthrospira, saj so bile 
v preteklosti poimenovane Spirulina. V naravi uspeva v toplejših sladkovodnih jezerih (25 
°C), ki so alkalna (pH 8 - 11,5) ter bogata s karbonatnimi in bikarbonatnimi ioni, nitrati, 
fosfati in železom (ANSES, 2017). Mikroalge vrste Spirulina sp. so značilne predvsem za 
tropski pas: Afrika (Čad, Etiopija, Tunizija), Južna Amerika (Mehika, Peru) in Južna Azija 
(Indija, Šri Lanka, Tajska). Najbolj razširjena je vrsta Arthrospira fusiformis (sin. Spirulina 
platensis), medtem ko je Arthrospira maxima (sin. Spirulina maxima) omejena na Centralno 
Ameriko (Mehika, Kalifornija). Posamezne celice Spirulina sp. so organizirane v zavite 
verižice posameznih celic (Komárek in sod., 2014). 
 
2.2.2.1 Vsebnost hranil v Spirulina sp. 
V suhi snovi Spirulina sp. vsebuje 14 - 19 % ogljikovih hidratov, 60 - 70 % beljakovin in 
slabih 10 % maščob (Gershwin in Belay, 2008; Holman in Malau-Aduli, 2013; Habib in 
sod., 2008). Spirulina sp. vsebuje fikobiliproteine, predvsem C-fikocianin. McCarty (2007) 
poroča o približno 14 % vsebnosti C-fikocianina in 4,7 % fikocianobilina. Maščobno 
kislinska sestava se med vrstami Spirulina sp. zelo razlikuje. Najbolj zastopane so 
palmitinska (25 - 60 %), γ-linolenska (4 - 40 %), linolejska (5 - 30 %) in oleinska (5 - 17,5 
%) (Hudson in Karis, 1974; Habib in sod., 2008; Diraman in sod., 2009; Holman in Malau-
Aduli, 2013). Vsebnost dolgoverižnih večkrat nenasičenih maščobnih kislin ni dosledna in 
je tipično manjša od 5 % za eikozapentaenojsko in dokozaheksaenojsko kislino (Diraman in 
sod., 2009). 
 
Spirulina sp. vsebuje v vodi topne vitamine B skupine: B1 (40 - 50 mg/kg), B2 (30 - 45 
mg/kg), B3 (130 - 150 mg/kg), B5 (4,5 - 25 mg/kg), B6 (1 - 8 mg/kg) in B12 (0,1 - 2 mg/kg) 
(Gershwin in Belay, 2008; Holman in Malau-Aduli, 2013). Vitamin B12 v Spirulina sp. se 
nahaja v obliki vsaj dveh različnih analogov, od katerih je 80 % psevdovitamina B12, ki se 
ne veže na intrinzični faktor in je posledično biološko neaktiven (Herbert in Drivas, 1982; 
Watanabe in sod., 1999; Watanabe, 2007). Dagneli in sod. (1991) so pokazali, da je uživanje 
prehranskih dopolnil na osnovi Spirulina sp. neučinkovito pri zdravljenju makrocistične 
anemije. Prav tako Ameriška Akademija za Prehrano in Dietetiko (American Academy of 
Nutrition and Dietetics) ne priznava izdelkov na osnovi Spirulina sp. kot zanesljivega vira 
vitamina B12 pri veganih in vegetarijancih (Melina in sod., 2016). 
 
Med različnimi karotenoidi, ki jih vsebuje Spirulina sp. je v največji meri (50 - 80 %) 
prisoten β-karoten (provitamin A) v koncentracijah 1,4 - 1,7 mg/g (Gershwin in Belay, 2008; 
Holman in Malau-Aduli, 2013). Ostali prisotni karotenoidi so provitamini A (β-
kriptoksantin) in neprovitamini A (zeaksantin, miksoksantofil, kantaksantin, diatoksantin, 
oskilaksantin in ehinenon) (Habib in sod., 2008; Wang in sod., 2008; Marles in sod., 2011). 
Spirulina sp. vsebuje tudi vitamin E v koncentracijah 100 - 190 mg/kg (Santillan, 1982; 
Koru, 2012; Holman in Malau-Aduli, 2013). 
 
Vsebnost mineralov v Spirulina sp. je močno odvisna od načina gojenja oziroma območja 
nabiranja divje Spirulina sp. (ANSES, 2017). Spirulina sp. vsebuje kalij, kalcij, krom, baker, 
železo, magnezij, mangan, fosfor, selen, natrij, cink in fluor (Santillan, 1982; Diraman in 
sod., 2009; Ötleş in Pire, 2011; Holman in Malau-Aduli, 2013; Vicat in sod., 2014).  
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Klorofil A je edina vrsta klorofila v modrozelenih bakterijah (ANSES, 2017). Razmerje med 
fikobiliproteini in klorofilom a je med 2,5 - 4,5, odvisno od slanosti medija in pogojev 
gojenja (Leema in sod., 2010). Delež klorofila A v spirulini je 1,1 - 1,5 % (Koru, 2012). 
Delež nukleinskih kislin (DNA in RNA) je 4,25 - 4,29 g/100 g suhe snovi, kar lahko 
predstavlja nezanemarljiv vnos dušikovih baz (Jassey in sod., 1971).  
 
2.2.3 Rod Chlorella 
Chlorella sp. so enocelične, evkariontske zelene alge, ki jih najdemo v številnih vodnih 
sistemih in so pogosto glavna sestavina živil in prehranskih dopolnil (Morita in sod., 1999). 
ZDA, Japonska, Kitajska, Tajvan in Indonezija vsako leto pridelajo več kot 2500 ton suhe 
mase Chlorelle sp. (Gupta in Mukerji, 2001). Zaradi svoje razširjenosti in pozitivnih učinkov 
na zdravje se smatra kot pomembno funkcionalno živilo ter vir številnih hranil (Bishop in 
Zubeck, 2012). 
 
Nekatere študije (Nakano in sod., 2010, Merchant in sod., 2015) poročajo, da vrsta C. 
pyrenoidosa vsebuje potencialno biološko dostopne oblike železa in vitamina B12. 
 
2.2.4 Vrsta Aphanizomenon flos-aquae 
Aphanizomenon flos-aquae (AFA) je modrozelena cepljivka, ki se je nedavno začela 
uporabljati v obliki PD. Za razliko od ostalih PD na osnovi mikroalg, se AFA nabira 
izključno v naravnem jezeru Klamath, ki je s površino 324 km2 največje jezero v zvezni 
državi Oregon. Človeško poseganje v jezero (preusmeritve vode in gradnja jeza) je v 
zadnjem stoletju bistveno spremenila hidrologijo jezera, kar je zmanjšalo povprečno globino 
na 2,4 m (Carmichael in sod., 2000). Zaradi nizke globine veter povzroča resuspenzijo 
sedimenta in tako povečuje koncentracijo dostopnih hranil v jezeru (Laenen in LeTourneau, 
1996). Slednje je skupaj s kmetijstvom na povodju jezera povzročilo 3 do 10 kratno 
povečanje koncentracije fosforja v primerjavi s koncentracijami v pritočnih vodah (Miller in 
Tash, 1967; Kann, 1997).  
 
Prva poročanja o prisotnosti AFA segajo v leto 1933. Zaradi ugodnih pogojev je med 
obdobjem 1950 do 1960 AFA postala dominanta vrsta fitoplanktona v jezeru Klamath 
(Bortleson in Fretwell, 1993), katere biomasa lahko presega 50 mg/L (Carmichael in sod., 
2000). Izredno bujna rast AFA v poletnem času je posledica »zelo slabe« kvalitete vode v 
smislu pogojev za ribe in ostale vodne organizme (Poulson in Sullivan, 2010). 
 
Naravna prisotnost hranil v jezeru Klamath in posledično visoka količina biomase AFA med 
sezono, daje proizvajalcem AFA ekonomsko prednost na trgu v primerjavi s pridelovalci, ki 
mikroalge gojijo (npr. Spirulina sp. in Chlorella sp.) v bioreaktorjih (Carmichael in sod., 
2000). AFA se lahko trži kot »divja alga«, kar daje potencialno prednost izdelkom na osnovi 
AFA v primerjavi z ostalimi mikroalgami.  
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2.2.5 Rjave alge 
Rjave alge so trivialno poimenovanje skupine večceličnih evkariontskih alg, ki rastejo ob 
obalnih vodah. Njihova unikatna značilnosti je izredno dovršen metabolizem halogenih 
elementov, katerega glavna funkcija je oskrba z jodom, ki ima v organizmu funkcijo 
anorganskega antioksidanta (Küpper in sod., 2008). Druga možna funkcija je osmoregulacija 
(Nitschke in Stengel, 2014). Biokemijsko delovanje metabolizma joda še ni popolnoma 
pojasnjeno (Tymon in sod., 2017). V rjavih algah masna koncentracija joda dosega do 0,5 
% skupne mase svežih rjavih alg (Varga, 2007).  
 
Večina študij metabolizma halogenih elementov je opravljenih na severnoatlantski rjavi algi 
Laminaria digitata, za katero se sklepa da je glavna biogeokemična črpalka joda in broma 
iz oceana v ozračje. Prav tako je najmočnejši poznani akumulator joda izmed vseh živih 
organizmov (Küpper in sod., 2008; Carpenter in sod., 2000; La Barre in sod., 2010). Študije 
so pokazale, da je zmožna akumulirati 5 velikostnih razredov višjo koncentracijo joda v 
nasprotni smeri koncentracijskega gradienta (Tymon in sod., 2017). 
 
Drug znan predstavnik rjavih alg je Macrocystis pyrifera, ki je z dolžino do 60 m daleč 
največja alga na svetu. Prav tako je pomembnega ekološkega in ekonomskega pomena, saj 
je ključen organizem pri globalni proizvodnji alginata (116,000 ton biomase letno) 
(Critchley, 1998). 
 
2.3 STATUS IN VARNOSTNI VIDIK PREHRANSKIH DOPOLNIL NA OSNOVI ALG 
Najbolj priljubljeni izdeleki na trgu so na osnovi Spirulina sp., za katero Evropska agencija 
za varnost hrane (EFSA) še ni podala ocene tveganja (ANSES, 2017). V Codex Alimentarius 
je njen ekstrakt naveden kot živilski aditiv - barvilo (FAO/WHO, 2016). Kemijska sestava 
takšnih ekstraktov ni opredeljena. Ameriška administracija za hrano in zdravila (FDA) je 
izdelkom na osnovi Spirulina sp. dodelila status GRAS (Generally Recognized As Safe – 
splošno priznane kot varne) pri dozah 6 - 9 g/dan (FDA, 2003). PD iz alg se smatrajo enako 
kot ostala PD. 
 
Modrozelene cepljivke vrst Spirulina sp. in Chlorella sp. nimajo sposobnosti sinteze 
toksinov ter se smatrajo za varne (Buono in sod., 2014; Wells in sod., 2016; García in sod., 
2017). Kljub temu se moramo zavedati, da je večina znanstvenih študij opravljenih v 
laboratorijih, kjer je način gojenja bistveno drugačen v primerjavi s komercialnim (Rzymski 
in sod., 2019). 
 
2.3.1 Vsebnost toksičnih elementov 
Nekatere študije poročajo o povišani vsebnosti aluminija, svinca in arzena v PD na osnovi 
alg, ki je predvidoma posledica neprimerne lokacije gojitvenih bazenov in uporabe 
kemijskih metod za nabiranje biomase (Papazi in sod., 2010; Hedegaard in sod., 2013; 
Rzymski in sod., 2015). Zaradi pomanjkljivih podatkov o vsebnosti toksičnih elementov v 
PD na osnovi alg, je določevanje njihove vsebnosti ključnega pomena (Rzymski in sod., 
2015).   
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2.3.2 Vsebnost cianotoksinov 
Negativen učinek cianotoksinov na zdravje je dobro poznan (WHO, 1999). V literaturi so 
opisani številni primeri bolezni in smrti živali, ki so bile v stiku z vodo, bogato z 
modrozelenimi cepljivkami (Gilroy in sod., 2000; Bautista in sod., 2015). Predvideva se, da 
se vsako leto zaradi uživanja morskih sadežev zastrupi med 50,000 in 500,000 ljudi (Wang, 
2008). Številne študije (WHO, 1999; Watson in sod., 2016; Cires in Ballot, 2016) so 
pokazale, da ima Aphanizomenon spp. sposobnost potencialne tvorbe različnih toksinov: 
anatoksin-a (ANTX), cilindrospermopsin (CYN), mikrocistine (MC), paralitični školjčni 
toksin (PSP) in saksitoksine (STX). Konsenza med znanstveniki in zdravstvenimi 
organizacijami ni, saj si veliko omenjenih študij nasprotuje. Število študij, ki preučujejo 
vsebnosti cianotoksinov v PD na bazi AFA je omejeno (Lyon-Colbert in sod., 2018). 
Predvsem je pomanjkanje podatkov o dolgoročnem uživanju omenjenih izdelkov, ki se tržijo 
kot »zdravi« in varni. Na produkcijo cianotoksinov imajo velik vpliv trofski, genetski, 
hidrološki in okoljski faktorji ter letno obdobje (Mariani in sod., 2016). Razumevanje 
regulacije toksičnost pri modrozelenih cepljivkah je pomembno področje raziskovanja 
(WHO, 1999), saj nam omogoča zmanjšati koncentracije cianotoksinov v AFA na 
minimalno raven. Domneva se, da je povečana sinteza ekstracelularnih toksinov pri 
toksigenih kulturah Aphanizomenon spp. predvsem posledica pomanjkanja dušika v hranilih 
(Lyon-Colbert in sod., 2018).  
 
2.3.2.1 Izvor mikrocistinov v prehranskih dopolnilih iz alg 
V PD na osnovi alg je pogosto odkrita prisotnost mikrocistinov, zato so številne države 
začele regulirati vsebnost mikrocistinov ob nabiranju in prodaji omenjenih izdelkov 
(Schaeffer in sod., 1999). Vrste AFA v PD so se v splošnem izkazale za netoksične, vendar 
zaradi metode gojenja v naravnih vodah, brez zadostnega nadzora, obstaja možnost 
kontaminacije z drugimi toksigenimi vrstami mikroalg (Lyon-Colbert in sod., 2018). Roy-
Lachapelle in sod. (2017) poročajo o prisotnosti mikrocistinov in drugih cianotoksinov v PD 
na osnovi AFA. Izvor cianotoksinov v študiji ni znan, zato ni določeno ali gre za toksigene 
seve AFA oziroma kontaminacijo z drugimi vrstami mikroalg. 
 
Ob cvetenju alg v jezeru Klamath (izvor AFA za PD) se ob željenem AFA, pogosto pojavi 
tudi Microcystis aeruginosa, ki je lahko nabrana skupaj z AFA in posledično kontaminira 
izdelke (Gilroy in sod., 2000). Posledično je Agencija za zdravje v Oregonu leta 1996 
določila najvišjo dovoljeno vsebnost mikrocistina v izdelkih na osnovi AFA, ki znašan 1 
µg/g (Gilroy in sod., 2000). Prisotnost Microcystis spp. v različnih vzorcih PD na osnovi 
AFA so potrdili tudi Saker in sod. (2007), ki za prepoznavo toksigenih vrst priporočajo 
genske analize. Zaradi različnih kemijskih oblik mikrocistinov, ELISA test ni zanesljiv vir 
informacij o toksičnosti vzorca (Saker in sod., 2007). Heussner in sod. (2012) so na podlagi 
PCR (verižna reakcija s polimerazo) analize različnih PD iz alg ugotovili povezavo med 
vsebnostjo mikrocistinov in genom mcyE, katerih prisotnost je bila samo v PD na osnovi 
AFA, kar potrjuje netoksičnost PD na osnovi Chlorella sp. in Spirulina sp.. Vsi preiskovani 
izdelki na osnovi AFA so vsebovali mikrocistine, katerih vsebnost je bila sicer pod 
dovoljeno mejo ≤ 1 µg/g suhega vzorca (Heussner in sod., 2012). Druga študija poroča o 
vsebnostih skupnih mikrocistinov med 0,8 in 8,2 µg/g suhega vzorca na osnovi AFA (Roy-
Lachapelle in sod., 2017).  
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Lyon-Colbert (2018) izpostavljajo, da nekatere študije niso pravilno identificirale AFA in 
posledično njihovi rezultati ne morejo služiti kot dokaz o toksigenosti AFA. 
 
2.4 PRIDELAVA MIKROALG 
Integriran način komercialne pridelave mikroalg poteka v ciklu, ki zajema gojenje, nabiranje 
in predelavo v izdelke (Costa in sod., 2019). Integriran pristop omogoča uporabo večjih 
količin vode in hranil ter recikliranje energije, kar je potrebno za vzdrževanje komercialnega 
obsega pridelave mikroalg (Kern in sod., 2017). Prednost integriranih sistemov je tudi 
uporaba industrijskih ali komunalnih odpadkov, ki lahko služijo kot alternativni vir vode, 
dušika, fosforja, organskega ogljika in ostalih makro ter mikrohranil (Xin in sod., 2016), kar 
posledično zagotavlja ekonomsko robustnost pridelave mikroalg. 
 
2.4.1 Pogoji za gojenje in vrste medijev 
Za komercialno pridelavo Spirulina sp. je potrebno imeti ustrezni medij, ki zagotavlja visoke 
vsebnosti ionov kot so karbonati in bikarbonati, ter bazičen pH (9,5 - 9,8), ki je potreben za 
učinkovito preprečevanje kontaminacije z drugimi mikroalgami (Madkour in sod., 2012; 
Soni in sod., 2017). Učinkovitost pridelave biomase in stopnja sinteze metabolnih produktov 
komercialnega interesa, sta odvisni tudi od različnih biotskih, abiotskih in operacijskih 
faktorjev: zagotavljanje optimalne vsebnosti hranil, slanost, intenziteta svetlobe, geografsko 
območje pridelave, način gojenja, tip reaktorja itd. (Shi in sod., 2016; Jesus in sod., 2018; 
Manirafasha in sod., 2018). 
 
Eden največjih finančnih faktorjev, ki določajo smotrnost pridelave Spiruline sp., so 
potrebna hranila (Madkour in sod., 2012). Za komercialno pridelavo se lahko uporablja 
različne medije, med katerimi je najbolj pogosta uporaba medija »Zarrouk« (Costa in sod., 
2019). Za zagotavljanje ekonomske smotrnosti se uporabljajo tudi mediji »Rao«, »CFTRI« 
in »OFERR« (Raoof in sod., 2006), ko tudi morska voda (Omirou in sod., 2018), odpadne 
vode (Olguin in sod., 2003; Wuang in sod., 2016) ter ostali industrijski odpadki, kot so CO2 
(Rosa in sod., 2015), odplaka anaerobne predelave (Borges in sod., 2013), melasa (Andrade 
in Costa, 2007) in druge. 
 
Študij, ki preučujejo ponovno rabo medija za kulturo je malo, slednje lahko vodi v znatno 
manjšo porabo denarja na račun hranil in predvsem vode, za katero se smatra 84 % manjša 
raba ob ponovni uporabi medija (Depraetere in sod., 2015). 
 
Osem podjetij na Kitajskem proizvede več kot 10,000 ton Spirulina sp. letno, za katere 
uporabljajo predvsem polkontinuirne sisteme s prilagojenimi Zarrouk mediji (Yuan in sod., 
2018). Cena Zarrouk medija je približno 0,08 USD/L (Costa in sod., 2019). Z alternativnim 
medijem, na osnovi Zarrouk medija, je možno doseči podobno produktivnost biomase in 
beljakovinskega profila nemodificiranega medija, ob 5 kratnem zmanjšanju cene medija 
(Costa in sod., 2019). Slednji vsebuje natrijev nitrat (2,5 g/L), natrijev klorid (0,5 g/L), 
magnezijev sulfat (0,15 g/L), kalcijev klorid (0,04 g/L), natrijev bikarbonat komercialnega 
razreda (8,0 g/L) ter gnojil, kalijevega klorida (0,98 g/L) in SSP (ang. Single 
Superphosphate) (1,25 g/L) (Raoof in sod., 2006).  
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Slika 2: Bazeni za gojenje Spirulina pacifica na Havajih (Cyanotech, 2019) 
 
2.4.1.1 Uporaba alternativnih virov hranil in energije 
Sistem za gojenje Spirulina sp. zahteva konstanten dovod hranil in energije. Posledično je 
uporaba alternativnih virov hranil (npr. CO2 in melasa za ogljik), skupaj s trajnostnim 
energijskim sistemom, ključna za ekonomski uspeh operacije (Costa in sod., 2019). 
 
Alternativni vir CO2 so lahko odvodni plini intenzivnih industrij, kot so termoelektrarne. Pri 
določenih virih odvečnega CO2 je potrebna pazljivost, saj lahko plin vsebuje tudi CO, NOX, 
SOX in kovine v sledovih, ki so lahko toksični za Spirulina sp. (Costa in Morais, 2011; 
Radmann in sod., 2011; Posada in sod., 2017). Za zmanjševanje stroškov se v Braziliji 
pogosto uporablja melasa, ki je stranski produkt proizvodnje trsnega sladkorja, katerega je 
Brazilija največji proizvajalec na svetu (Andrade in Costa, 2007; Posada in sod., 2017). 
 
Spirulina sp. je za vir ogljika, dušika in fosforja zmožna uporabe odpadne vode iz različnih 
virov (Zhai in sod., 2017). Približno 80 % skupnega finančnega bremena za gojenje mikroalg 
je posledica visoke porabe hranil in vode (Costa in sod., 2019). Zato lahko s popolno ali 
delno zamenjavo sintetičnega medija z odpadno vodo, zmanjšamo operativne stroške in 
potrebo po sveži vodi (Ljubic in sod., 2017). Za gojenje kulture Spirulina sp. je možna 
uporaba odpadnih vod iz različnih virov: odpadna voda iz procesa razkroja palminega škroba 
(Phang in sod., 2000), komunalna voda (Zhai in sod., 2017), komunalna voda v kombinaciji 
z Zarrouk medijem (Park in sod., 2013), odpadna vode iz industrijskih procesov (Ljubic in 
sod., 2017), odpadna voda iz mlečne farme (Hena in sod., 2018), odpadna morska voda 
(Zhou in sod., 2017), voda s stranskimi produkti ekstrakcije biopolimerov (Silva in sod., 
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2018) ter ostale. Uporaba odpadne vode ima posledično pozitiven vpliv na okolje in 
ekonomski izid preko zmanjševanje finančnega bremena proizvajalca (Zhai in sod., 2017). 
 
2.4.2 Vpliv toksičnih elementov na gojenje mikroalg 
Hofner in sod. (1987) poročajo o toksičnem učinku šestvalentnega kroma na rast C. fusce, 
medtem ko na rast S. maxima noben element (v koncentracijah < 10-4 M) ni imel znatnega 
vpliva. V drugi študiji sta Ahluwalia in Kochar (1992) ovrednotila učinke živosrebrovega 
klorida, kadmijevega klorida, nikljevega sulfata in cinkovega klorida na rast S. platensis 
(komercialno najbolj pogosta vrsta). Za najbolj toksično se je izkazalo živo srebro, ki je 
imelo negativen vpliv na rast že pri koncentracijah 0,01 ppm. Kadmij je zaviral rast pri 0,1 
ppm. Pri testih z zelo visokimi dozami pa je prišlo do fragmentacije, lize in smrti alg. 
 
2.4.3 Vrste bioreaktorjev za gojenje mikroalg 
Gojenje mikroalg poteka v dveh glavnih kategorijah bioreaktorjev: odprti in zaprti 
bioreaktorji (Pires in sod., 2012; Cheah in sod., 2015). Prednosti zaprtega sistema 
(fotobioreaktor) so: boljši nadzor nad pogoji gojenja (pH in temperatura), višja fotosintetska 
učinkovitost in produktivnost biomase, manjša potrebna površina sistema, manjše izgube 
vode in CO2 v atmosfero ter manjša verjetnost kontaminacije z ostalimi mikroorganizmi 
(Pires in sod., 2012). Gradnja in vodenje zaprtih sistemov je bistveno dražja od odprtih 
sistemov, zato so odprti sistemi bistveno bolj priljubljeni pri komercialnem obsegu pridelave 
(Slade in Bauen, 2013). Slednji imajo sledeče prednosti: lažje vzdrževanje, direktna 
izpostavljenost sončni svetlobi in nižja akumulacija raztopljenega kisika. Po drugi strani pa 
je pridelava v odprtih sistemih močno odvisna od klimatskih pogojev ter je bistveno bolj 
dovzetna za kontaminacijo z ostalimi mikroorganizmi (Chisti, 2013). 
 
Najbolj pogosto gojena mikroalga je Spirulina spp., ker je relativno enostavna za gojenje 
zaradi zmožnosti rasti v bazičnih in slanih okoljih, ki omejujejo rast večine ostalih vrst 
mikroalg in ostalih mikroorganizmov (Radmer, 1996; Griffiths in sod., 2016). Omenjene 
značilnosti Spirulina sp. posledično omogočajo gojenje v odprtih reaktorjih z minimalno 
kontaminacijo z ostalimi mikroorganizmi (Belay, 2013). 
 
2.5 IZOTOPSKA RAZMERJA STABILNIH ELEMENTOV 
Številni lahki elementi v naravi vsebujejo različna razmerja njihovih stabilnih izotopov 
(Gannes in sod., 1998). Z napredkom v razvoju masnih spektrometrov za analizo izotopov 
imamo možnost analiziranja izredno majhnih razlik v izotopski sestavi elementov (Craig, 
1953; Ehleringer in Rundel, 1989). S časom se je močno povečala uporaba določanja 
izotopov z namenom spremljanja bioloških, kemijskih in fizikalnih procesov, predvsem v 
okoljskih znanostih (Gannes in sod., 1998). 
 
Majhne razlike v masi različnih izotopov elementa povzročijo drugačno obnašanje izotopov 
v fizikalnih in kemijskih procesih (Gannes in sod., 1998). V splošnem lažji izotopi (npr. 12C 
ali 14N) tvorijo šibkejše vezi in reagirajo hitreje od težjih izotopov (npr. 13C ali 15N) (Hoefs, 
2009). Kot posledica razlik v energiji vezi in hitrosti reakcije, se razširjenost stabilnih 
izotopov elementa med kemijskimi zvrstmi razlikuje.   
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Različno razširjenost izotopov elementa, ki je posledica fizikalnih in kemijskih procesov, 
imenujemo frakcionacija (Gannes in sod., 1998). 
 
Izotopsko sestavo vzorca se izraža kot razmerje enega izotopa v primerjavi z drugim (Fry in 
sod., 1992; Handley in sod., 1991). V večini primerov je razširjenost lažjega izotopa bistveno 
večja od težjih izotopov določenega elementa. Na primer 12C, ki je približno 89 krat bolj 
razširjen v zemeljskih materialih kot 13C (Ehleringer in Rundel, 1989). Posledično je 









                                                                                                … (1) 
 
kjer je E element (C, N, S), Rvzorec in Rref predstavljata razmerja težkega »i« proti lahkemu 
»j« izotopu (13C/12C, 15N/14N in 34S/32S) za vzorec in standard. Standardi imajo definirano 
izotopsko sestavo 0 ‰. Pozitivna δiE vrednost (δ13C, δ15N, δ34S) pomeni, da ima vzorec več 
težjega izotopa v primerjavi s standardom (Gannes in sod., 1998). Za C je privzet standard 
Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB), za N je zračni N2 (AIR), medtem ko je za S privzet 
standard Vienna Cañon Diablo Troilite (V-CDT). 
 
2.5.1 Uporaba razmerij stabilnih izotopov v živilstvu 
Prav zaradi svoje stabilnosti predstavljajo stabilni izotopi lahkih elementov H, C, N, O in S 
pomembno sledilo pri študiju kroženja biogenih prvin v okolju in posledično pristnosti in 
izvora živil. Tako dobimo v prvi vrsti informacijo o vrsti rastline ali vrsti krme (razmerja 
izotopov ogljika in dušika) in o geografskem poreklu (razmerja izotopov vodika, kisika in 
žvepla). Analiza stabilnih izotopov lahkih elementov se že več kot 20 let uporablja v kontroli 
pristnosti živil. Tako lahko ugotavljamo potvorbe živil kot so meso, poljščine,vino, sadni 
sokovi, med itd. (Kelly in sod., 2005). Določamo lahko dodatek vode in/ali sladkorja 
oziroma ugotavljamo ali je živilo naravno ali sintetično (arome) (Kelly in sod., 2005). Na 
primer, zaradi podobne sestave preprostih ogljikovih hidratov je dodatek različnih 
sladkorjev v medu težko zaznati. Z LC-IRMS lahko določimo izotopska razmerja 
posameznih sladkorjev in posledično ugotovimo, če gre za potvorbo (Cabanero in sod., 
2006).  
 
Nadalje je v živilski industriji pomembno overiti skladnost med deklaracijo in dejanskim 
živilom. Občasno živila vsebujejo nedeklarirane dodatke, kar je zavajanje potrošnikov, 
četudi so dodatki nenevarni.  
 
Način kmetovanja na nekem območju in prehrana živali vplivata na razmerja stabilnih 
izotopov dušika in ogljika v živilih s tega področja. Povečanje priljubljenosti ekološko 
pridelanih živil se odraža tudi v njihovi ceni, ki je bistveno višja od konvencionalno 
pridelanih živil. Z analizami izotopskih razmerjih je možno potrditi ekološko pridelavo živil. 
Različni izvori nitrata imajo značilen delež 15N glede na njihov izvor (Aravena in sod., 
1993).   
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Tipične vrednosti δ15N za nitrat v komercialnih anorganskih gnojilih so -2 do +4 ‰, +3 do 
+8 ‰ za nitrat, namenjen za ekološko pridelavo, in +10 do +20 ‰ za nitrat v človeških in 
živalskih fizioloških odpadkih (Kreitler, 1975; Gormly in Spalding 1979; Heaton, 1986). 
Zato je pričakovati, da imajo ekološko pridelana živila višjo izotopsko sestavo dušika. 
Izotopska razmerja mišičnine (mesa) živali so predvsem odvisna od njihove krme, 
posledično tukaj velja rek »si to, kar ješ« (Muccio in Jackson, 2008). Bahar in sod. (2008) 
so preučili sezonske razlike ekološko in konvencionalno rejene govedine preko določanja 
razmerij izotopov ogljika, dušika in žvepla s pomočjo EA-IRMS. Konvencionalno rejena 
govedina je imela bistveno manj razpršene vrednosti δ13C z značilno spremembo med 
mesecema decembrom in junijem, medtem ko je imela ekološka govedina manjšo 
razpršenost vrednosti in bistveno bolj negativne vrednosti δ13C. 
 
Pristop določanja pristnosti in porekla živil vključuje vzpostavitev ustreznega sistema 
sledljivosti: vzpostavitev baze podatkov izotopske sestave pristnih vzorcev za posamezno 
živilo z znanim poreklom, ki jo običajno kombiniramo z elementno sestavo živila. Na osnovi 
vzpostavljene baze podatkov izdelamo ustrezne modele s pomočjo katerih lahko preverjamo 
poreklo preiskovanega vzorca. Pri tem je potrebno poudariti, da moramo bazo podatkov za 
posamezno živilo zaradi naravnih variabilnosti vzdrževati na letnem nivoju.  
 
2.5.2 Izotopska razmerja lahkih elementov v mikroalgah 
 
Razlika v frakcionaciji med fiksacijo N2 bakterij in modrozelenih cepljivk je relativno 
majhna (Goericke in sod., 1994). Za δ15N vrednosti N2 fiksirajočih modrozelenih cepljivk se 
posledično pričakuje vrednosti okoli 0 ‰, saj ima raztopljeni N2 zelo podobno izotopsko 
razmerje zračnemu dušiku. 
 
Bauersachs in sod. (2009) poročajo o nepojasnjenih raznolikih vrednostih δ15N (-14 ‰ do 1 
‰) za različne vrste modrozelenih cepljivk, gojenih na anorganskem nitratu (NO3-). Za 
osiromašenje 15N v globokih, oligotrofičnih vodah je razlog reciklacija dušika (npr. 
izločenega NH4+), kjer se zaradi posedanja delcev dušik ne vrača nazaj v evtrofično cono 
(Goericke in sod., 1994). Omenjen pojav ne pojasnjuje frakcionacije dušika v gojitvenih 
sistemih. Spremembe vrednosti δ15N gojenih mikroalg so posledica nepojasnjene 
frakcionacije. Poleg majhnega števila študij, te uporabljajo različne in posledično 
medsebojno neprimerljive eksperimentalne pristope. V dostopni literaturi še ni modela, ki bi 
napovedal fiziološko stanje in način rasti alg glede na vrednost δ15N (Goericke in sod., 1994). 
 
Izotopska sestava ogljika fotosintetskih mikroalg se odraža predvsem glede na δ13C 
njihovega izvora ogljika (Gu in Alexander, 1996). V naravi so vrednosti δ13C od -34 do -30 
‰ za modrozelene cepljivke pod vodno površino in -25 do -18 ‰ na površinskih filmih, kar 
potrjuje fiksacijo atmosferskega CO2 modrozelenih cepljivk na površinskih filmih (Gu in 
Alexander, 1996). Površinski filmi modrozelenih cepljivk so pogost pojav v evtrofičnih 
sladkih vodah (Reynolds in Walsby, 1975), nastanek katerih je sklepoma povezan s 
pomanjkanjem ogljika na površini vode (Paerl in Ustach, 1982). Zaradi mešanja in aeracije 
kulture v gojilnih sistemih do tvorbe površinskih filmov ne pride. Prav tako lahko ponovna 
uporaba gojitvenega medija povzroči akumulacijo raztopljenega organskega ogljika (Loftus 
in Johnson, 2019). Slednje bi lahko vplivalo frakcionacijo ogljika v gojenih mikroalgah.  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 IZBOR VZORCEV 
Prehranska dopolnila iz alg smo kupili iz različnih slovenskih spletnih strani ter fizičnih 
trgovin. Vsi vzorci so namenjeni slovenskemu trgu in imajo deklaracijo v slovenskem jeziku. 
Izbrali smo PD na osnovi alg različnih vrst (rjave alge, Spirulina spp., Chlorella spp. ter 
Aphanizomenon flos-aquae) z različnim načinom pridelave (konvencionalne in ekološke). 
Med kemijskimi analizami smo vzorce hranili na 20 °C v temnem prostoru, saj po navodilih 
proizvajalcev prehranskih dopolnil iz alg ni potrebno hraniti v hladilniku. Seznam vzorcev 
je podan v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Seznam vzorcev PD na osnovi alg, kupljenih na slovenskem trgu, ki vsebuje oznako, 
proizvajalca, vrsto alge, čistost, poreklo in priporočen dnevni odmerek 
Ime (oznaka) Proizvajalec Alge Čistost Poreklo Priporočen dnevni 
odmerek (masa) 





1 tableta (0,845 g) 




Macrocysis pyrifera Aditivi Ni 
navedeno 
3 tablete (0,750 g) 
NutriMax 
(S2) 


































4-6 kapsul (1,6-2,4 
g) 








Ni podan Chlorella sp. Čista Kitajska Prah (3-4 g) 
Chlorella 
(S7) 
Now Foods, US Chlorella sp. Aditivi Ni 
navedeno 






Chlorella vulgaris Čista Izven EU 
(ekološka 
pridelava) 




IQ Pharma, DE Chlorella sp. Čista Izven EU 
(ekološka 
pridelava) 
5 tablet (2g) 
Algea fit (S6) Carso, SI Spirulina platensis Čista Ni 
navedeno 






Nutrex, US Spirulina pacifica Aditivi Havaji 6 tablet (3 g) 
se nadaljuje…  
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Nadaljevanje preglednice 2: Seznam vzorcev PD na osnovi alg, kupljenih na slovenskem trgu, ki vsebuje 
oznako, proizvajalca, vrsto alge, čistost, poreklo in priporočen dnevni odmerek 






Spirulina sp. Čista Izven EU 
(ekološka 
pridelava) 






Spirulina platensis Čista Izven EU 
(ekološka 
pridelava) 
15 tablet (6 g) 
Spirulina 
(S16) 
Planet BIO, SI Spirulina platensis Čista Tajvan 
(ekološka 
pridelava 











Spirulina maxima Aditivi Italija 2 tableti (2 g) 
 
Čisti vzorci so tisti, ki imajo kot sestavino deklarirano izključno alge, brez dodanih aditivov 
(dodatki z namenom izboljšanja lastnosti izdelka). 
 
Proizvajalec Now Foods (vzorca S1 in S7) na vprašanje o izvoru njihovih izdelkov odgovarja 
(https://www.nowfoods.com/now/nowledge/sourcing-high-quality-ingredients-around-
world), da bi izključitev izvornih sestavin iz Kitajske povzročila razpad praktično celotne 
verige oskrbe sestavin za svetovni trg s PD. Posledično predvidevamo, da proizvajalci ne 
navajajo porekla surovin z namenom izogibanja negativni konotaciji, ki je povezana s 
kitajskim izvorom.  
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3.2 METODE 
3.2.1 Priprava vzorcev 
Vzorce v obliki tablet smo strli v terilnici do finega prahu. Vse vzorce v smo nato v prašnati 
obliki shranili v plastične lončke z navojnim pokrovom. Postopek smo za posamezne analize 
ponovili. 
 
3.2.1.1 Priprava ekstrakta vzorcev za določanje skupnih fenolnih spojin in 
antioksidacijskega potenciala 
Material in kemikalije: 
 MilliQ voda 
 15 mL falkonke 
 Analitska tehtnica (Mettler Toledo, Švica) 
 Absolutni metanol (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Vrtinčnik epruvet Vibromix 104 EV (Tehtnica, Jugoslavija) 
 Ultrazvočna kopel UT8031 (Shesto, Velika Britanija) 
 2 mL injekcijska brizga 
 Centrifuga Rotanta 460R (Hettich, Nemčija) 
 Filtrni nastavki za injekcije (0.32 µm) 
 
V 15 mL falkonke smo zatehtali 500 mg vzorca v prahu in mu dodali 10 mL 80 % metanola. 
Suspendirane vzorce smo 5 min premešavali na vrtinčniku ter jih nato potopili v ultrazvočno 
kopel za 30 min pri 40 °C. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 20 min na 9400 RCF 
(relativna centrifugalna sila) pri 15 °C in prefiltrirali supernatant skozi 0,32 µm filtrni papir 
v 50 mL falkonke. Na sediment smo nato dolili novih 10 mL 80 % metanola in ponovili 
celoten postopek. Pridobljen ekstrakt smo dopolnili do 20 mL in pripravili alikvote po 4 mL 
ter jih shranili v zmrzovalnik na -20 °C. Iz vsakega vzorca smo pripravili ekstrakt v dveh 
paralelkah. 
 
3.2.2 Določanje skupnih fenolnih spojin 
Skupne fenolne spojine (TPC) smo določali po Folin-Ciocalteu metodi (Singleton in Rossi, 
1965). Folin-Ciocalteu reagent (fosfomolibdenske in fosfovolframove kisline) se ob 
oksidaciji fenolnih spojin reducira do volframovih in molibdenovih oksidov, katerih 
kompleks v reakcijski mešanici tvori modro barvo z absorpcijskim vrhom pri 765 nm.  
 
Material in kemikalije: 
 100 mL, 50 mL in 10 mL steklene merilne bučke 
 15 mL falkonke 
 milliQ voda 
 Absolutni metanol (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 100 µL in 1 mL avtomatski pipeti 
 Folin-Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Spektrofotometer BioSpectrometer basic (Eppendorf, Nemčija)  
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 Centrifuga Centric 322A (Tehtnica, Jugoslavija) 
 Steklene čaše 
 Na2CO3 (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Galna kislina (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Plastične kivete 
 50 mL stekleni merilni valj 
Umeritveno krivuljo za določanje skupnih fenolnih spojin smo pripravili iz galne kisline v 
treh paralelkah s koncentracijami 5 mg/mL, 10 mg/mL, 15 mg/mL, 20 mg/mL. Za topilo 
smo uporabili 80 % metanol. 
 
Pripravili smo 20 mL raztopine Folin-Ciocalteu reagenta z milliQ vodo v razmerju 1:10 in 
100 mL raztopine Na2CO3 z masno koncentracijo 75 g/L. V 15 mL falkonkah smo zmešali 
0,2 mL razredčene raztopine Folin-Ciocalteu reagenta, 0,2 mL ustrezno razredčenega 
metanolnega ekstrakta vzorca, 1 mL raztopine Na2CO3 in 2 mL milliQ vode ter temeljito 
premešali. Skupne reakcijske mešanice vzorcev smo inkubirali 2 uri v temi pri 20 °C. Po 
končani inkubaciji smo vzorce centrifugirali pri 2000 obratih/min za 5 min. 
 
Spektrofotometer smo umerili s slepim vzorcem, ki je bil pripravljen po enakem postopku 
kot vzorci z izjemo dodatka 0,2 mL 80 % metanola namesto 0,2 mL ekstrakta. Vse meritve 
smo izvedli pri valovni dolžini 750 nm. Ustrezne razredčitve vzorcev smo določili s testnimi 
analizami po enakem postopku, kar nam je omogočilo, da smo končne rezultate lahko 
interpolirali iz umeritvene krivulje. Vzorci rjavih alg so imeli izredno majhno vsebnost 
fenolnih spojin, zato smo spremenili sestavo reakcijske mešanice, da bi vseeno določili 
skupne fenolne spojine. Slednji rezultati služijo le za referenco, saj zaradi spremenjene 
sestave topil niso popolnoma primerljivi z ostalimi vzorci. Končne rezultate smo preračunali 
na mg galne kisline/g surovega vzorca. 
 
3.2.3 Določanje antioksidativnega potenciala z DPPH metodo 
Antioksidativni potencial smo določali s pomočjo prirejene DPPH• metode (Brand-Williams 
in sod., 1995). DPPH• je stabilen prosti radikal, ki v primerjavi z ostalimi prostimi radikali 
ne tvori dimer zaradi delokalizacije prostega elektrona. Posledica delokalizacije je močna 
vijolična barva z absorpcijskim spektrom okoli 520 nm. DPPH• se ob sprejetju vodikovega 
atoma pretvori v reducirano obliko DPPH2, ki izgubi vijolično barvo. Posledično se ob 
dodatku antioksidantov zmanjša absorbanca DPPH pri 520 nm. 
 
Material in kemikalije: 
 Absolutni metanol (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil oziroma DPPH (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 15 mL falkonke 
 10 mL steklene epruvete 
 milliQ voda 
 100 µL in 1 mL avtomatski pipeti 
 Spektrofotometer BioSpectrometer basic (Eppendorf, Nemčija) 
 Centrifuga Centric 322A (Tehtnica, Jugoslavija)  
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 Steklene čaše 
 Galna kislina (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Plastične kivete 
 50 mL stekleni merilni valj 
 
Umeritveno krivuljo za določanje antioksidacijskega potenciala smo pripravili iz galne 
kisline v treh paralelkah s koncentracijami 0,006 mg/mL, 0,0045 mg/mL, 0,003 mg/mL, 
0,0015 mg/mL in 0,00075 mg/mL. Za topilo smo uporabili 80 % metanol. 
 
Za pripravo 0,0837 µM metanolne raztopine DPPH smo zatehtali 3,3 mg DPPH in dodali 
100 mL absolutnega metanola. Absorbanca delovne raztopine je bila ~1.1 pri 517 nm. 
Vzorce smo pripravili z 0,5 mL ustrezno razredčenega ekstrakta in 2,5 mL metanolne 
raztopine DPPH. Pripravili smo tudi slepe vzorce z 0,5 mL ustrezno razredčenega ekstrakta 
in 2,5 mL metanola ter kontrolni vzorec z 0,5 mL metanola ter 2,5 mL metanolne raztopine 
DPPH. Absorbanco smo zmerili po 30 min inkubacije v temi pri sobni temperaturi. 
 
Ustrezne razredčitve vzorcev smo določili z analizo po enakem postopku, kar nam je 
omogočilo, da smo končne rezultate lahko intrapolirali iz umeritvene krivulje. Nerazredčeni 
vzorci rjavih alg so bili praktično brez antioksidacijskega potenciala, medtem ko je bila za 
vzorce AFA potrebna 5 kratna redčitev. 
 
3.2.4 Določanje elemente sestave z metodo rentgenske fluorescenčne spektrometrije 
Rentgenska fluorescenčna spektrometrija (XRF) je nedestruktivna, hitra in cenovno ugodna 
metoda za določanje elementne sestave. Princip temelji na obsevanju vzorca s primarnim 
rentgenskim žarkom, ki povzroči sekundarno sevanje, katerega valovna dolžina in 
intenziteta je značilna za posamezen element v vzorcu. Uporabljen rentgenski spektrometer 
temelji na visoko ločljivostnem polprevodniškem Si(Li) detektorju. Elektronski sistem 
detektorja sestavljajo: visokonapetostni vir, ojačevalnik, analogno digitalni pretvornik ter 
večkanalni analizator (Doberšek, 2003). 
 
Iz prašnatih vzorcev alg smo oblikovali tablete in jih stehtali na analitski tehtnici. Točnost 
XRF analize je bila overjena s standardoma 1573a NIST Tomato Leaves in 1547 NIST Peach 
Leaves. 
 
Elementno sestavo vzorca izračunamo s programom QAES, ki je bil razvit na Odseku za 
fiziko nizkih in srednjih energij (F2) Instituta »Jožef Stefan«. Na osnovi dodanega internega 
standarda izračunamo koncentracijo vseh ostalih prisotnih elementov vzorcu. Pri izračunu 
program upošteva faktor razredčitve, koncentracijo internega standarda glede na odtehto 
vzorca in sipanje rentgenske fluorescenčne svetlobe. 
 
3.2.5 Določanje elementov v sledovih z ICP-MS 
Vzorce za določitev elementne sestave smo najprej razkrojili po postopku, ki je razložen v 
nadaljevanju.  
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3.2.5.1 Razkroj vzorcev alg za določanje elementov v sledovih z ICP-MS 
Material in kemikalije: 
 mikrovalovni sistem za razkroj UltraWAVE (Milestone, ZDA) 
 65 % HNO3 (Merck, Nemčija) 
 65 % ultračista HNO3 Suprapur (Merck, Nemčija) 
 MilliQ voda 
 Plin N2 
 Teflonske posodice 
 10 mL plastične viale z zamaškom 
 2 mL injekcijska brizga 
 Hidrofilni filtrni nastavki 0,45 µm (Millipor Millex-HV, Merck, Nemčija) 
 Referenčni material BCR-414 
 
Za potrebe analize z ICP-MS smo razkrojili vzorce alg v mikrovalovnem sistemu za razkroj 
UltraWAVE.  
 
V začetnem koraku smo vse teflonske posodice očistili v sistemu UltraWAVE z 2,5 mL 
HNO3 in 2,5 mL milliQ vode. V teflonske posodice smo nato zatehtali 0,05 - 0,1 g vzorca 
ter dodali 2 mL 65 % HNO3 (Suprapur, Merck, Nemčija). Razkroj smo opravili po 
naslednjem programu: sistem z vzorci smo najprej 20 min segrevali do 240 °C, nato smo 15 
min držali konstantno temperaturo 240 °C in potem smo počakali na ohladitev sistema na 
40 °C (približno 1 uro), da smo lahko sprostili tlak. Maksimalni tlak je bil nastavljen na 100 
barov. Za obremenilni plin smo uporabili N2 s tlakom 25 barov in sobno temperaturo. 
 
Iz ohlajenih teflonskih posodic smo razkrojene vzorce prelili v plastične viale in dopolnili 
do 10 mL z milliQ vodo. Vzorce smo nato dodatno redčili v razmerju 1 : 10 s 5 % HNO3. 
Zaradi rahlega kosmičenja smo nekatere razkrojene vzorce prefiltrirali skozi hidrofilne 0,45 
µm filtre.  
 
Za spremljanje natančnosti in točnosti meritev smo uporabili referenčni material BCR-414 
z znano elementno sestavo. Za pripravo referenčnih materialov in slepe probe (HNO3 brez 
vzorca) smo uporabili enak postopek. 
 
3.2.5.2 Izvedba meritev 
Masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) je metoda, ki nam omogoča 
določanje elementov v nizkih koncentracijah (v rangu ppb - število delcev na milijardo) ter 
izredno nizkih koncentracijah (v rangu ppt - število delcev na bilijon). 
 
Tekoče vzorce razpršimo v aerosol s pomočjo črpalke. Aerosol nato injiciramo v plazmo iz 
argona (Ar), kar odstrani topilo ter povzroči atomizacijo in ionizacijo vzorca. Prosti ioni nato 
s pomočjo podtlaka potujejo skozi odprtini dveh stožcev v prostor, kjer sistem elektrostatskih 
leč fokusira pozitivne ione v prostor s kvadrupolnim masnim filtrom. To so štiri vzporedne 
palice cilindrične oblike, ki ločijo ione vzorca glede na razmerje med maso in nabojem (m/z) 
preden pridejo do detektorja.  
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Za naše analize smo uporabili Agilent 8800 Triple Quadrupole ICP-MS, ki omogoča še 
boljšo ločljivost z uporabo treh kvadrupolov: 2 kvadrupola ter oktopolni reakcijski sistem 
(ORS3). Slednji omogoča dodatno odstranjevanje poliatomnih interferenčnih ionov, ki 
motijo analizo. Za zmanjšanje številnih poliatomnih interferenčnih ionov smo kot kolizijski 
plin uporabili tudi helij (He). V kolizijski/reakcijski celici (ORS3) prihaja do trkov atomov 
helija ter ionov, kar povzroči izgubo kinetične sile ionov. Poliatomni interferenčni ioni so 
zaradi velikosti v večji meri izpostavljeni trkom in v primerjavi z ioni posameznih atomov 
izgubijo večji delež kinetične energije. Posledično zaradi prenizke kinetične energije ne 
morejo zapustiti celice in motiti detekcije (Agilent, 2020). 
 
Umeritveno krivuljo za določanje živega srebra (Hg) smo pripravili z raztopino Hg2+ v 5 % 
HNO3 z različnimi koncentracijami: 0,1 ng/mL, 0,5 ng/mL, 1 ng/mL in 5 ng/mL. 
 
Umeritveno krivuljo za določanje ostalih elementov smo pripravili z raztopino za elementno 
analizo MULTI XVI v 5 % HNO3 z različnimi koncentracijami: 0 ng/mL, 0,1 ng/mL, 0,5 
ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL, 250 ng/mL. 
 
Vsak vzorec smo analizirali z razredčitvijo (s HNO3) na 10 mL in 100 mL. Vzorci S1, S4, 
S7 in S10 so bili pripravljeni v paralelkah (2 paralelki za 10 mL razredčitev, 2 paralelki za 
100 mL razredčitev).  
 
Rezultati elementne sestave (ICP-MS) so bili preračunani iz umeritvenih krivulj ter 
standardov (referenčni material BCR-414). Ustreznost rezultatov je bila preverjena glede na 
meritve referenčnega materiala BCR-414. Slednji vsebuje ~5 % vode, kar je lahko razlog za 
manjša odstopanja pri meritvi. 
 
Za He način smo imeli pretok helija 3,0 mL/min. Za H2 način smo imeli pretok vodika 7,0 
mL/min. Za nosilni plin smo uporabili argon (Ar). Parametri za ICP-MS so podani v prilogi 
A. 
 
3.2.6 Določanje izotopske sestave lahkih elementov z EA-IRMS 
Meritve razmerij lahkih elementov 13C/12C, 15N/14N in 34S/32S v vzorcih alg smo simultano 
določili z masnim spektrometrom za analizo stabilnih izotopov lahkih elementov (ang. 
Isotope Ratio Mass Spectrometry – IRMS) sklopljenim s preparativnim nastavkom za trdne 
vzorce IsoPrime 100 - Vario PYRO Cube (OH/CNS Pyrolyser/Elemental Analyser, 
Elementar Analysensysteme GmbH, Nemčija).  
 
V kositrove kapsule (φ = 4/6 mm) smo zatehtali 4 mg vsakega vzorca in 4 mg WO3 v treh 
paralelkah, oblikovali kroglice ter jih vstavili v avtomatski podajalnik elementarnega 
analizatorja. Za spremljanje pravilnosti in natančnosti meritev, smo pri analizah uporabljali 
certificirane referenčne materiale in laboratorijske referenčne materiale z znano izotopsko 
sestavo. Za dvotočkovno kalibracijo izvedenih analiz smo uporabili naslednje referenčne 
materiale: USGS-43 z δ13C = -21,28 ± 0,10 ‰, δ15N = +8,44 ± 0,10 ‰, δ34S = +10,46 ± 0,22 
‰; B2155 Protein Sercon: δ13C = -26,98 ± 0,13 ‰, δ15N = +5,94 ± 0,08 ‰; Casein Protein 
CRP: δ13C = -20,34 ± 0,09 ‰, δ15N = +5,62 ± 0,19 ‰. Napaka meritev za določitev δ13C 
vrednosti znaša ±0.2 ‰ in ±0.3 ‰ za δ15N in δ34S.  
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3.2.7 Statistična obdelava podatkov 
Za statistično obdelavo smo podatke obdelali in uredili s programsko opremo Microsoft 
Excel, ki smo uporabili tudi za osnovne izračune. V nadaljni statistični obdelavi smo podatke 
obdelali z analizo glavnih komponent (PCA) v Microsoft Excelu s pomočjo dodatka za 
statistično obdelavo XLSTAT, ter analizo razvrščanja enot v skupine (cluster analiza), ki je 
bila izvedena v programskem jeziku R. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL VZORCEV 
4.1.1 Skupne fenolne spojine (Folin-Ciocalteu) 
 
Slika 3: Povprečne vrednosti skupnih fenolnih spojin (po metodi Folin-Ciocalteu), za različne skupine PD na 
osnovi alg, izražene kot mg galne kisline/g vzorca 
 
Povprečne vrednosti skupnih fenolnih spojin različnih vzorcev PD na osnovi alg, izraženih 
kot mg galne kisline/g vzorca, so 12,3 ± 1,2 za vzorce Chlorella sp., 23,2 ± 6,4 za Spirulina 
sp., 96,4 ± 7,5 za AFA in 1,6 ± 1,6 za rjave alge (Slika 3). Največjo vsebnost skupnih 
fenolnih spojin imajo vzorci AFA, sledijo jim Spirulina sp.in nato Chlorella sp.. Rjave alge 
imajo zanemarljiv TPC zaradi nizkega deleža alg v vzorcu (13 - 14 %). Če ekstrapoliramo 
njihovo vsebnost fenolnih spojin na 100 % delež alg, bi dobili približno vrednost 12 mg/g, 
ki je primerljiva z vrednostmi vzorcev Chlorella sp.. Zaradi nehomogenosti vzorcev rjavih 
alg (manjši koščki alg v polnilu) in majhnih zateht vzorcev, je lahko prišlo do meritvenih 
napak, zato je vrednost skupnih fenolnih spojin v vzorcih te vrste le informativnega značaja. 
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4.1.2 Antioksidativni potencial (DPPH) 
 
Slika 4: Povprečna antioksidativna aktivnost (po metodi DPPH), za različne skupine PD na osnovi alg, 
izražena kot mg galne kisline/g vzorca 
 
Povprečne antioksidativne aktivnosti (po metodi DPPH) različnih PD iz alg, izražene kot mg 
galne kisline/g vzorca, so 1,33 ± 0,08 za Chlorella sp., 2,17 ± 0,43 za Spirulina sp., 5,90 ± 
0,71 za AFA (Slika 4). Antioksidativni potencial rjavih alg je bistveno nižji od ostalih 
vzorcev, saj ga kljub prilagajanju metode nismo mogli izmeriti. 
 
Med različnimi skupinami alg imajo najvišji povprečni antioksidativni potencial PD na 
osnovi AFA. Slednji je 4,4 krat višji v primerjavi s Chlorella sp. in 2,7 krat višji v primerjavi 
s Spirulina sp.. Odstopanje vrednosti znotraj skupine alg enakega rodu med posameznimi 
vzorci je majhno pri obeh metodah. Posledično lahko predvidevamo, da bistvenih razlik med 
različnimi proizvajalci izdelkov na enaki osnovi ni (izključno glede na AOP). Posledično 
AOP tudi dobro okarakterizira posamezno skupino PD na osnovi alg. 
 
Potrebno se je zavedati, da omenjeni rezultati ne ovrednotijo smiselnosti uživanja 
prehranskih dopolnil z namenom zmanjševanja oksidativnega stresa. Za slednje bi 
potrebovali primerjavo z ostalimi PD na trgu, sistematično primerjavo modifikacij metod z 
različni standardi ter okarakterizirati učinkovine z antioksidativnim delovanjem. Namen 
naše analize AOP je bila predvsem relativna primerjava izdelkov na osnovi alg z namenom 
iskanja značilnosti posameznih vrst alg.   
Kejžar J. Primerjava prehranskih dopolnil iz alg: antioksidativni potencial in izotopska sestava. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
24 
4.2 IZOTOPSKA SESTAVA 
4.2.1 Rezultati izotopskih razmerij stabilnih elementov 
Preglednica 3: Relativen delež izotopov 13C, 15N in 34S glede na standard v posameznih vzorcih PD  
Vrsta PD Vzorec δ13C (‰) δ15N (‰) δ34S (‰) 
Rjave alge s1 -25,5 8,8 15,5 
s5 -22,1 10,3 16,8 
AFA s2 -16,8 1,8 4,9 
s10 -15,4 -0,5 5,1 
s11 -15,8 0,4 5,3 
s12 -14,1 -0,6 5,3 
Chlorella sp. s3 -37,1 -0,7 1,7 
s4 -25,9 6,6 -0,9 
s7 -25,7 3,4 -3,0 
s8 -22,0 -3,4 1,3 
s9 -27,0 11,8 -0,9 
Spirulina sp. s6 -27,7 1,2 -0,2 
s13 -25,8 10,8 8,8 
s14 -26,1 8,8 11,3 
s15 -22,1 7,6 -0,6 
s16 -21,8 6,2 11,5 
s17 -24,4 13,8 7,8 




Slika 5: Razsevni grafikon vzorcev PD na osnovi alg glede na relativen delež izotopov 13C in 15N glede na 
standard (s1, s5 – rjave alge; s2, s10, s11, s12 – AFA; s3, s4, s7, s8, s9 – Chlorella sp.; s6, s13, s14, s15, s16, 
s17, s18 – Spirulina sp.)  
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4.2.1.1 Spirulina sp., Chlorella sp. in rjave alge 
Povprečna vrednost δ13C vzorcev Spirulina sp. je -23,0 ± 4,0 ‰, kjer odstopa predvsem 
vzorec S18 z vrednostjo δ13C -17,4 ‰ (Preglednica 3). Podobno vrednost (-27,5 ± 5,7 ‰) 
imajo tudi vzorci Chlorella sp., kjer bistveno izstopa le vzorec S3 z izredno nizko vrednostjo 
-37,1 ‰. δ13C v mikroalgah odraža izotopsko razmerje njihovega vira ogljika (Gu in 
Alexander, 1996), zato glede na manjša odstopanja v vrednostih δ13C predvidevamo, da so 
imele alge podobne vire ogljika, ki so se izkazali za najbolj učinkovite. 
 
Vzorci Spirulina sp. imajo povprečno vrednost δ15N 7,4 ± 4,4 ‰, kar nakazuje na uporabo 
odpadnih vod, bogatih z organskimi dušikovimi hranili. Enako velja tudi za vzorca rjavih 
alg. Višje vrednosti δ15N so lahko posledica različnih modifikacij gojitvenih medijev z 
namenom izboljšanja ekonomičnosti ali zmanjšanja okoljske obremenitve. Izjema je le 
vzorec en vzorec Spirulina sp. z vrednostjo 1,2 ‰, ki nakazuje na uporabo anorganskih 
dušikovih spojin ali fiksacijo N2. Razliko v vrednostih δ15N med vzorci bi lahko povzročili 
tudi ostali faktorji, kot je na primer ponovna uporaba gojitvenega medija in spreminjajoči se 
klimatski pogoji. Vzorci Chlorella sp. imajo nižje δ15N vrednosti (3,5 ± 6,0 ‰) v primerjavi 
z vzorci Spirulina sp.. Povišano δ15N vrednost ima le vzorec S9 (11,8 ‰). Sklepamo, da je 
komercialno gojenje Chlorella sp. manj optimizirano in uporablja manj modificirane metode 
v primerjavi gojenjem Spirulina sp.. Gojenje slednje v »slabših« medijih je možno predvsem 
zaradi sposobnosti uspevanja v slanem okolju, kar preprečuje kontaminacijo. To bi lahko 
pojasnjevalo nižje vrednostih δ15N, saj se v originalnih medijih uporablja predvsem 
anorganska dušikova hranila (Costa in sod., 2019). Pomanjkanje podatkov o izvoru s strani 
proizvajalca otežuje interpretacijo izotopskih razmerjih, saj nam ne omogoča vpogled v 
faktorje frakcionacije, ki so značilni za posamezna geografska področja. 
 
Vzorci Spirulina sp. (7,1 ± 5,3 ‰) imajo višje in bolj variabilne vrednosti δ34S v primerjavi 
z vzorci Chlorella sp. (-0,4 ± 1,9 ‰). Vzorca rjavih alg imata najvišji δ34S vrednosti s 
povprečjem 16,2 ‰. Pojasniti izotopsko sestavo rjavih alg je težavno, saj proizvajalec ne 
navaja nobenih podatkov o izvoru, ki je ključen podatek za interpretacijo izotopskih 
razmerjih elementov v morskih vodah, saj so slednje podvržene številnih faktorjem, ki so 
značilni za posamezno geografsko področje. 
 
4.2.1.2 Aphanizomenon flos-aquae 
Vzorci AFA (Slika 5) so dobro pogrupirani z manjšim odstopanjem vzorca S2, kar je 
predvidoma posledica različnih dodatkov v izdelku. V času sezone AFA se v jezeru Klamath 
vrednosti δ13C raztopljenega anorganskega ogljika gibljejo med -11,7 ‰ in -17,5 ‰, inso 
bistveno manjše v primerjavi z zračnim CO2 (Poulson in Sullivan, 2010). Relativno visoke 
vrednosti δ13C naših vzorcev AFA (-15,5 ± 1,1 ‰) posledično nakazujejo, da AFA asimilira 
ogljik iz zračnega CO2. 
  
Vrednosti δ15N vzorcev AFA se gibljejo okoli ničle (0,3 ± 1,1 ‰), kar nakazuje na fiksacijo 
zračnega N2 in/ali uporabo anorganskih dušikovih spojin. Glede na intenzivnost rasti AFA 
v sezoni nabiranj, vsebnosti hranil v jezeru Klamath in resuspendiranja delcev v jezeru zaradi 
vetra (Carmichael in sod., 2000) predvidevamo, da uporabljajo obe poti asimilacije dušika. 
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4.2.1.3 Havajska Spirulina platensis (Spirulina pacifica) 
Havajska zemlja na vulkanskem pepelu ima vrednosti δ34S med 6,3 ‰ in 15,4 ‰, kjer je 
višja vrednost povezana z bližino morju (Mizota in Sasaki, 1996). Vzorca S. pacifica (S13 
in S17) imata povprečno δ34S vrednost 8,3 ‰, ki potencialno odraža izotopsko razmerje 
vulkanskega pepela.  
 
Predvidevati vrednosti δ34S in δ15N v vodi, kjer poteka gojenje alg S. pacifica je oteženo, saj 
proizvajalec navaja uporabo kombinacije sveže in morske vode (https://www.nutrex-
hawaii.com/pages/faqs) ob obali Kona, ki je obljudena in posledično pod vplivom 
antropogenih dejavnosti. V literaturi poročajo o raznolikih vrednostih δ15N biološko 
dostopnega dušika havajskih vod, ki so 10,1 ± 2,2 ‰ za kanalizacijsko vodo, 2,4 ± 2,7 ‰ 
za izvirsko vodo in 10,4 ± 0,7 ‰ za podtalnico (Laws in sod., 1999). Rezultati so stari in se 
nanašajo le na otok Oahu. Poleg tega lahko antropogeno delovanje močno vpliva na δ15N 
različnih vod. Povprečna δ15N vrednost vzorcev S. pacifica (S13 in S17) je 12,3 ‰, kar je 
lahko posledica uporabe komunalne oziroma vode, bogate z organskim dušikom, če 
predpostavljamo, da δ15N v algah odraža predvsem vir dušika. Vrednosti δ13C vzorcev S13 
(-25,8 ‰) in S17 (-24,4 ‰) (Preglednica 3) se skladata z vrednostmi ostalih vzorcev 
Spirulina sp. (-23,0 ± 4,0 ‰) zato predvidevamo, da proizvajalci uporabljajo podobne vire 
ogljika tudi pri gojenju havajske S. pacifica. 
 
4.3 VSEBNOSTI ELEMENTOV 
Elementno sestavo vzorcev smo določili z metodama XRF in ICP-MS. XRF smo uporabili 
za določitev: silicija, fosforja, klora, kalija, kalcija, titana, mangana, železa, cinka, broma, 
rubidija, stroncija in joda. ICP-MS metodo smo uporabili za določitev elementov v sledovih: 
železo, vanadij, mangan, kobalt, krom, nikelj, baker, cink, arzen, selen, stroncij, molibden, 
kadmij, živo srebro in svinec. Pri metodi ICP-MS smo pri izračunu vsebnosti železa vrednost 
ekstrapolirali, saj so koncentracije bistveno presegle koncentracije na umeritveni krivulji. 
Osredotočili smo se predvsem na vsebnost železa (najpogosteje deklarirani element pri 
mikroalgah) in joda (ključni razlog uživanja rjavih alg). Celotni rezultati elementne analize 
so v prilogah B1 in B2.  
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4.3.1 Vsebnost železa 
Razlika v izmerjenih vrednostih železa v enoceličnih algah med metodama XRF in ICP-MS 
je 3,8 ± 2,0 %. Meritve rjavih alg imajo večje odstopanje, kjer je razlika med metodama 19 
%. Predviden razlog za odstopanje je majhna zatehta (0,05-0,1 g vzorca) nehomogenega 
vzorca (S5), ki vsebuje le 13 % alge v manjših koščkih.  
 
 
Slika 6: Povprečna vsebnost železa različnih skupin PD na osnovi alg, izražena na mg železa/g vzorca 
 
Povprečna vsebnost železa (mg/g suhega vzorca) v vzorcih Chlorella sp. je 1,00 ± 0,52, 
Spirulina sp. 1,36 ± 1,33, AFA 0,44 ± 0,05 in rjavih algah 0,13 ± 0,01 (Slika 6). Visoka 
standardna deviacija med vzorci Spirulina sp. je posledica velike vsebnosti železa vzorcev 
havajske S. platensis (S. pacifica), ki vsebujeta 3,29 ± 0,27 mg/g železa. Z ekstrapolacijo 
vsebnosti železa v vzorcih rjavih alg (13-14 % alg v vzorcu) ugotovimo, da imajo 100 % 
rjave alge primerljivo vsebnost železa, ki je okoli 1 mg/g železa. 
 
Priporočen dnevni vnos železa (PDV) za moške (osebe stare med 25 in 51 let) je 10 mg/dan 
in 15 mg/dan za ženske (DACH, 2019). Priporočen dnevni odmerek vzorcev S. pacifica (3 
g) vsebuje približno 10 mg železa, kar pokrije PDV za moške. Nekateri vzorci Spirulina sp. 
imajo kljub manjši vsebnosti železa, relativno visok priporočen dnevni odmerek (5-15 g) kar 
enako pokrije PDV železa za moškega. Uporaba prehranskih dopolnil iz alg posledično 
zahteva pazljivost in upoštevanje navodil proizvajalca, saj v kombinaciji s hrano in/ali 
ostalimi PD hitro presežemo PDV za železo. EFSA železu ni določila najvišjega dopustnega 
dnevnega vnosa (UL) zaradi slabe korelacije med vnosom železa in biokemijskimi markerji 
železa, dejansko količino železa v telesu ter negativnimi učinki (EFSA, 2006). 
 
Biološka dostopnost železa iz biomase Spirulina sp. (večina železa je v obliki ferihidrita) je 
manjša od železovega sulfata (najpogosteje prisoten v mineralnih PD) in večja od železa v 
polnozrnati pšenici (Kapoor in Mehta, 1992; Perfiliev in sod., 2018). 
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4.3.2 Vsebnost joda 
Vsebnost joda v rjavih algah (S1 in S5) je 202 ± 27 µg/g vzorca. Ostale algo imajo vsebnost 
joda pod mejo zaznave (MZ) metode XRF.  
 
Priporočen dnevni vnos joda za odraslo osebo je 150 µg (DACH, 2019). Z zaužitjem 
priporočenega dnevnega odmerka vzorca S1 (1 tableta z maso 0,85 g) ali S2 (3 tablete s 
skupno maso 0,75 g) zaužijemo 150 µg joda, kar pokrije celodnevne potrebe po jodu. 
Dejanska koncentracija alg v vzorcih je majhna: vzorec S1 vsebuje 14 % alg (Laminaria 
digitata in Ascophyllum nodosum), vzorec S5 pa 13 % (Macrocystis pyrifera). Preostalo so 
polnilna sredstva (celuloza, koruzni škrob in modificiran škrob) ter različni aditivi. 
Predvidevamo, da proizvajalec regulira vsebnost joda v izdelku preko spreminjanja deleža 
alge v izdelku in tako zagotavlja ustreznost, kar glede na izredno visoke koncentracije joda 
v rjavih algah ni presenetljivo, saj z ekstrapolacijo rezultatov na 100 % alge, koncentracija 
znaša 1300-1700 µg joda/g vzorca. V hipotetičnem primeru zaužitja 1 g 100 % posušenih 
rjavih alg bi UL (DACH, 2019) prekoračili 2 do 3 krat.  
 
Znanstveni komite za hrano je določil zgornjo mejo za vnos joda pri 600 µg/dan za odrasle 
in 200 µg/dan za otroke, stare od 1-3 let (EFSA, 2006). Evropska Komisija (European 
Commission, 2002) posledično svari pred uživanjem izdelkov iz alg, ki vsebujejo več kot 20 
mg/kg joda v suhi snovi, saj lahko pride do nevarnega prekomernega vnosa joda. Analizirana 
vzorca rjavih alg imata povprečno vsebnost joda 221 mg/kg, zato je pri uživanju potrebna 
pazljivost in upoštevanje navodil proizvajalca, saj bi zgornjo mejo za vnos joda prekoračili 
že z zaužitjem 3,3 g vzorca S1 oziroma 2,7 g vzorca S5. 
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4.4 PRIMERJAVA IZMERJENIH VSEBNOSTI ELEMENTOV Z DEKLARIRANIMI 
Poniedziałek in sod. (2018) so pokazali, da dejanske vsebnosti učinkovin v številnih PD ne 
ustrezajo deklariranim. Komercialno gojenje alg pogostokrat poteka v odprtih bazenih, ki so 
izpostavljeni okoljskim pogojem. Slednji imajo lahko vpliv na rast alg in dostopnost 
določenih hranil v gojitvenem mediju (Rzymski in sod., 2019), kar se posledično odraža v 
spremenjeni sestavi mikroalg. 
 
Smernice Evropske Komisije za dovoljena odstopanja za vitamine in minerale v prehranskih 
dopolnilih so določene ob upoštevanju vseh dejavnikov, ki povzročajo razlike: navedene 
vrednosti dovoljenih odstopanj vključujejo merilno negotovost, povezano z izmerjeno 
vrednostjo. Zato pri odločanju, ali je izmerjena vrednost v skladu z navedeno vrednostjo, ni 
treba upoštevati dodatnih stopenj merilne negotovosti (Evropska komisija, 2012). Kljub 
temu, da smernice bazirajo na zakonodaji EU, se jih ne sme obravnavati kot uradno razlago 
zakonodaje, saj lahko takšno razlago podajo izključno pravosodni organi, tj. nacionalna 
sodišča in Sodišče Evropske unije. 
 
Preglednica 4: Največja dovoljena odstopanja vsebnosti mineralov v PD (EU, 2012) 
 
Če je izmerjena vrednost zunaj meja dovoljenega odstopanja navedene vrednosti, se s 
posebno oceno presodi, ali je treba ukrepati. Pri tem je treba upoštevati vidike, kot so na 
primer: a) zadevno hranilo, b) obseg odmika, c) vrsto odstopanja (previsoka ali prenizka 
vrednost) v zvezi z zadevnim hranilom, d) visoko naravno spremenljivost hranila, vključno 
z upoštevanjem sezonskega nihanja, e) zelo visoko hitrost razgradnje hranil v nekaterih 
živilskih matriksih, f) zelo visoko analitično raznolikost hranil v določenem živilskem 
matriksu, g) zelo nizko stopnjo homogenosti izdelka, zaradi katere so razlike v vsebnosti 
hranila v izdelku zelo velike in niso posledica postopka vzorčenja, h) skladnost večine 
vzorcev iz serije z dovoljenim odstopanjem, če so ti podatki na voljo, i) veljavnost 
proizvajalčevega postopka za določitev navedene hranilne vrednosti, j) kako na splošno 
poteka notranji nadzor v podjetju, k) predhodne težave ali sankcije, naložene podjetju. Ti 
vidiki vplivajo na strogost sankcij, če so te potrebne, pa naj gre bodisi za razširjene smernice, 
opozorila, opomin ali denarne kazni (Evropska komisija, 2012).  
 
Zaradi potrebne zapletene presodbe v primeru prekoračene vrednosti (zgornji odstavek), 
omejenega obsega preverjanja in splošne kompleksnost zakonodaje, je preganjanje 
proizvajalcev ob prekoračenih odstopanjih malo verjetno. 
  
 Dovoljena odstopanja za prehranska dopolnila, vključno z merilno 
negotovostjo 
Minerali +45 % -20 % 
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4.4.1 Ustreznost vzorcev prehranskih dopolnih na osnovi alg 
4.4.1.1 Ustreznost vzorcev na osnovi mikroalg 
Preglednica 5: Primerjava deklarirane vsebnosti železa in molibdena z izmerjeno v PD na osnovi AFA 
  Železo (mg/g) Molibden (µg/g) 








AFA S2 1,11 0,42 (-62 %) 4,44 4,39 (0 %) 
S12 1,00 0,49 (-51 %) 4,00 5,83 (+46 %) 
  
Izmerjena vsebnost železa v vzorcih AFA je za več kot polovico manjša od deklarirane in 
posledično presega dovoljeno odstopanje -20 % (Preglednica 5). Predvidevamo, da je 
vsebnost železa v v izdelkih na osnovi AFA težko zagotavljati zaradi številnih faktorjev, ki 
potencialno vplivajo na vsebnost železa v naravnem jezeru. Vsebnost molibdena pri vzorcu 
S2 ne odstopa od deklaracije, medtem ko je pri vzorcu S12 povišana za 46 % (Preglednica 
5). Povišana vsebnost molibdena ne predstavlja tveganja za potrošnika, saj je UL za 
odraslega človeka določena pri 600 µg/dan. 
 
Preglednica 6: Primerjava deklarirane vsebnosti železa in mangana z izmerjeno v PD na osnovi Chlorella sp. 
in Spirulina sp. 
  Železo (mg/g) Mangan (µg/g) 










S3 1,62 1,90 (+17 %) / / 
S4 1,20 0,81 (-33 %) / / 
S7 1,00 0,49 (-51 %) / / 
Spirulina 
sp. 
S13 1,67 3,48 (+108 %) 67,0 127 (+90 %) 
S14 1,04 0,48 (-54 %) / / 
S16 0,40 0,69 (+73 %) 40,0 33 (-21 %) 
S17 2,33 3,09 (+33 %) 130 169 (+30 %) 
 
Vsebnost železa pri vzorcih Chlorella sp. S4 in S7 je za -33 % in -51 % manjša od 
deklarirane, kar je neustrezno. Vzorec S3 z odstopanjem +17 % ne presega meje najvišjega 
odstopanja 45 % (Preglednica 6). 
 
Vsebnosti železa in mangana v vzorcih Spirulina sp., z izjemo vzorca S17, bistveno 
odstopajo od deklariranih (Preglednica 6). Posledično so deklarirane vrednosti neustrezne. 
Vzorec S. pacifica S13 ima deklarirano 0,015 mg cinka/g vzorca z izmerjeno vrednostjo 
0,016 mg/g z odstopanjem +7 %, ki je ustrezna. Vzorec S. pacifica S17 ima deklarirano 4 
µg molibdena/g vzorca z izmerjeno vrednostjo 0,77 µg/g z odstopanjem -81 %, ki ni 
ustrezno. 
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Vzorec S. platensis S6 ima deklarirano 100 µg kroma/g vzorca z izmerjeno vrednostjo 101 
µg/g (odstopanje +1 %). Pri tem vzorcu je krom deklariran kot dodatek k S. platensis. 
Preostali vzorci PD iz alg imajo vsebnost kroma 0,48 + 0,25 µg/g, kar je bistveno manj od 
vzorca S6 pri katerem je krom dodan. Zadosten vnos kroma za najstnike in odrasle se smatra 
med 30-100 µg/dan (DACH, 2019). S priporočenim dnevnim odmerkom (PDO) vzorca S6 
(0,5-1 g) tako pokrijemo ocenjene potrebe po kromu. Nevarnost za zdravje lahko predstavlja 
šestvalentna oblika kroma, za katero se predvideva, da ima karcinogeno delovanje (Sun in 
sod., 2015). Znatno količino kroma ima le vzorec S6, za katerega je malo verjetno, da bi 
vseboval Cr (VI), saj je krom direkten dodatek k izdelku. Rzymski in sod. (2019) so določali 
Cr (VI) v vzorcih na osnovi Spirulina sp. in Chlorella sp., ki je bil v vseh primerih pod mejo 
zaznave (MZ) njihove metode. 
 
4.4.1.2 Ustreznost vzorcev PD na osnovi rjavih alg 
Preglednica 7: Primerjava deklarirane vsebnosti joda z izmerjeno v PD na osnovi rjavih alg 
 Jod (µg/g) 
Vzorec Deklarirana vrednost Izmerjena vrednost (Odstopanje) 
S1 178 183 (+3 %) 
S5 200 221 (+11 %) 
 
Vsebnost joda bistveno ne odstopa od deklarirane vrednosti (Preglednica 7), zato lahko 
predvidevamo, da proizvajalec dobro kontrolira vsebnost joda v preiskanih vzorcih, kar je 
glede na visoko koncentracijo joda v čistih rjavih algah pričakovano. 
 
4.4.2 Vsebnost nedeklariranega silicija 
Vsebnost silicija v vzorcih PD iz alg je zelo raznolika: AFA (2,12-8,40 mg/g), Chlorella sp. 
(2,84-15,60 mg/g), Spirulina sp. (1,34-21,70 mg/g). Največja razlika v vsebnosti silicija med 
vzorcema Spirulina sp. je skoraj 19 kratna. Vzorec z največjo vsebnostjo silicija (21,7 mg/g) 
presenetljivo nima deklariranih dodatkov in se prodaja kot čist. Dodatek SiO2 (sredstvo proti 
sprijemanju) je deklariran le na vzorcih S. pacifica (S13 in S17), ki imata vsebnost silicija 
13,5 in 15,0 mg/g. Vzorec Chlorella sp. S7 (15,0 mg/g) ima na proizvajalčevi internetni 
strani deklariran dodatek SiO2, zato predvidevamo, da gre za napako pri prevodu deklaracije. 
Glede na velik razpon vsebnosti silicija med čistimi vzorci, lahko predvidevamo, da so pri 
vzorcih z veliko vsebnostjo silicija dodane nedeklarirane silicijeve spojine. 
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Preglednica 8: Izmerjena vsebnost silicija v različnih skupinah PD na osnovi alg 
Vrsta PD Vzorec Vsebnost silicija (mg/g) 
Rjave alge s1 1,17 
s5 1,18 

















4.4.3 Najvišji dopustni vnos elementov 
Preglednica 9: Najvišji dopustni dnevni vnos elementov (EFSA, 2006) 
Element UL (µg/dan) Povprečna vsebnost v 
PD iz alg (µg/g) 
Največja vsebnost v 
PD iz alg (µg/g) 
Selen 300 0,26 ± 0,63 2,7 
Molibden 600 1,3 ± 2,0 5,8 
Cink 25000 16 ± 16 61 
Baker 5000 3,6 ± 2,7 10 
 
Zaradi pomanjkanja študij in številnih faktorjev, ki vplivajo na učinke različnih elementov 
v človeški fiziologiji, jih večina nima določenega najvišjega dopustnega dnevnega vnosa 
(UL) (EFSA, 2006). Z zaužitjem PDO (povprečno okoli 3,0 g) analiziranih izdelkov iz alg 
se ne približamo določenim UL elementov (Preglednica 9).  
Izjema so izdelki na osnovi rjavih alg, kjer lahko UL za jod (600 µg/dan) presežemo s 3 
kratnim PDO. Ob upoštevanju navodil proizvajalca do prekoračitve ne pride. 
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4.5 VSEBNOST TOKSIČNIH ELEMENTOV 
4.5.1 Vsebnost arzena 
 
 
Slika 7: Vsebnost arzena v posameznih vzorcih PD na osnovi alg, izražena kot mg skupnega arzena/kg 
vzorca 
 
Spodnja meja BMDL0,5 (0,5 % povišana incidenca pljučnega raka) za anorganski arzen je 
3,0 µg/kg telesne mase na dan (oziroma 2-7 µg arzena/kg telesne mase na dan), ki je bila 
postavljena glede na skupno izpostavljenost arzenu iz pitne vode in prehrane (Joint 
FAO/WHO, 2012). Človek s telesno maso 70 kg posledično lahko zaužije 210 µg arzena na 
dan, da ostane pod spodnjo mejo BMDL0,5. Vzorci Chlorella sp. imajo povprečno vsebnost 
arzena 0,26 ± 0,17 mg/kg, Spirulina sp. sp. pa 0,73 ± 0,96 mg/kg (Slika 7). Višje vrednosti 
arzena vsebujejo predvsem prehranska dopolnila na bazi AFA in rjavih alg z vrednostmi 
skupnega arzena od 3,5-6,5 µg/g vzorca. Z zaužitjem 3 g alg z najvišjo izmerjeno 
koncentracijo arzena, 70 kg človek zaužije 19,5 µg arzena, kar je približno 10 % spodnje 
meje BMDL0,5. Potrebno se je zavedati, da BMDL0,5 upošteva le bolj toksično anorgansko 
obliko arzena, zato bi bilo za točno oceno tveganja potrebno izvesti tudi analizo speciacije 
arzena. Evropska Komisija še ni sprejela zgornje meje dovoljene vsebnosti arzena v 
prehranskih dopolnilih.   
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4.5.2 Vsebnost kadmija 
 
Slika 8: Vsebnost kadmija v posameznih vzorcih PD na osnovi alg, izražena kot mg kadmija/kg vzorca 
 
Vsebnost kadmija je v vseh preiskovanih vzorcih pod maksimalno dovoljeno vrednostjo 1,0 
mg/kg, določeno s strani Evropske Komisije (Commission Regulation (EC) No 629/2008) 
(Slika 8). Vzorec rjavih alg S5 ima bistveno višjo vsebnost kadmija (0,550 mg/kg) od ostalih 
vzorcev (od 0,011-0,064 mg/kg). Vsebnost kadmija v Spirulina sp. je bila 0,035 ± 0,022 
mg/kg in 0,011 ± 0,007 v Chlorella sp.. Rzymski in sod. (2019) poročajo o nekoliko višjih 
vrednostih kadmija: 0,125 ± 0,055 mg/kg za Spirulina sp. in 0,142 ± 0,071 mg/kg za 
Chlorella sp.. Diskrepanca rezultatov med študijami ni pomembna, saj gre za izredno nizke 
koncentracije. Določene vsebnosti kadmija v prehranskih dopolnilih iz alg ne predstavljajo 
zdravstvenega tveganja za posameznika.  
 
4.5.3 Vsebnost živega srebra 
 
Slika 9: Vsebnost živega srebra v posameznih vzorcih PD na osnovi alg, izražena kot mg živega srebra/kg 
vzorca  
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Vzorca rjavih alg (S1) in AFA (S2) imata 3,5 krat ter 4,4 krat preseženo maksimalno 
dovoljeno vsebnost živega srebra (0,1 mg/kg) (Slika 9), ki je določena s strani Evropske 
Komisije za prehranska dopolnila (Commission Regulation (EC) No 629/2008). V ostalih 
vzorcih so vrednosti pod določeno mejo. Vzorec Chlorella sp. S8 je imel vsebnost živega 
srebra pod MZ metode ICP-MS. Živo srebro v PD iz alg, navkljub povišanim vrednostim, 
ne predstavlja tveganja za zdravja. Z zaužitjem PDO (4,02 g vzorca) bi v telo vnesli 1,76 µg 
živega srebra. Za ribe je določena maksimalna dovoljena vsebnost živega srebra (v sveži 
mišičnini) 1,0 mg/kg (Commission Regulation (EC) No 629/2008). Posledično bi z 
zaužitjem 100 g ribe z mejno vrednostjo živega srebra zaužili 100 µg živega srebra, kar je 
57 krat večja količina v primerjavi s PDO za vzorec z najvišjo izmerjeno vsebnostjo živega 
srebra (S2). 
 
4.5.4 Vsebnost svinca 
 
Slika 10: Vsebnost svinca v posameznih vzorcih PD na osnovi alg, izražena kot mg svinca/kg vzorca 
 
Vsebnost svinca je v vseh vzorcih alg pod najvišjo dovoljeno mejo (3,0 mg/kg) določeno s 
strani Evropske komisije (Commission Regulation (EC) No 629/2008) (Slika 10). Vzorec 
rjavih alg (S1) ima vsebnost pod MZ metode ICP-MS. Vzorci Spirulina sp. so imeli vsebnost 
svinca (mg/kg vzorca) 0,35 ± 0,22, Chlorella sp. 0,23 ± 0,19 in AFA 0,02 ± 0,00 mg/kg. Pri 
vzorcih AFA razlike med vzorci praktično ni, kar je glede na enotni izvor pričakovano. V 
literaturi poročajo o višji vrednostih svinca pri Chlorella sp. (2,6 ± 1,3 mg/kg) in Spirulina 
sp. (2,6 ± 1,9 mg/kg), kjer je 40 % vzorcev Chlorella sp. in 30 % vzorcev Spirulina sp. 
preseglo mejno vrednost (Rzymski in sod., 2019). 
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4.5.5 Vsebnost aluminija 
V literaturi poročajo o visokih koncentracijah aluminija v vzorcih PD na osnovi Chlorella 
sp. in Spirulina sp., ki v nekaterih vzorcih presegajo 6000 mg/kg (Rzymski in sod., 2019). 
Določeni pripravki iz mikroalg lahko vsebujejo visoke količine aluminija zaradi uporabe 
aluminijevega klorida kot flokulacijskega sredstva za lažje nabiranje biomase (Papazi in 
sod., 2010; Rzymski in sod., 2015). Čeprav je omenjena metoda poceni in učinkovita, lahko 
kontaminira končne izdelke z visokimi količinami aluminija (Rzymski in sod., 2015). 
Zaužiti aluminij je sicer biološko slabo dostopen, saj se ga večina izloči z urinom (Taylor in 
sod., 1998). Kljub temu se je izpostavljenost omenjenemu elementu v zadnjih desetletjih 
močno povišala, saj se ocenjuje, da smo izpostavljeni do 11 kg aluminija na leto (Exley, 
2013). Največja dovoljena vsebnost aluminija v hrani ter PD še ni določena, zato težko 
ocenimo stopnjo tveganja za zdravje. Posamezniki z okvarami ledvic so zaradi daljšega 
zadrževalnega časa in posledično bioakumulacije aluminija lahko še bolj dovzetni za 
toksične učinke (Yokel in McNamara, 2001). 
 
Vsebnosti aluminija nismo določali, vendar smo opazili bistveno povišano vsebnost klora 
pri nekaterih vzorcih Spirulina sp. Trije vzorci vsebujejo 5,06 ± 1,11 mg klora/g vzorca, 
medtem ko preostali vzorci vsebujejo le 0,35 ± 0,38 mg/g klora. Razlika bi lahko bila 
posledica akumulacije aluminijevega klorida v vzorcih, česar brez analiz vsebnosti 
aluminija, ne moremo trditi z gotovostjo. 
 
Proizvajalcem se posledično priporoča uporabo alternativnih metod, kot so fizikalna in 
biološka flokulacija, ki ne vodita v bioakumulacijo aluminija (Rzymski in sod., 2019) ter 
katerih učinkovitost je dovoljšna za nabiranje biomase mikroalg (Salim in sod., 2011; 
Vandamme in sod., 2013; Choy in sod., 2018). 
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4.6 REZULTATI STATISTIČNE ANALIZE 
4.6.1 Analiza glavnih komponent (PCA) 
 
 
Slika 11: Ocene faktorskih uteži posameznih diskriminantnih funkcij in skupna varianca v odvisnosti števila 
diskriminantnih funkcij 
 
Analiza glavnih komponent (PCA) zajema vse analizirane vzorce (2 vzorca rjavih alg, 4 
vzorce AFA, 5 vzorcev Chlorella spp. in 7 vzorcev Spirulina spp.) in izbrane parametre 
(antioksidativni potencial – vsebnost skupnih fenolov in DPPH vrednost, izotopska sestava 
– δ13C, δ15N, δ34S, vsebnosti elementov – fosfor, žveplo, klor, kalij, kalcij, železo, cink, 
brom, stroncij, vanadij, mangan, kobalt, nikelj, baker, selen in molibden). Vsebnosti 
toksičnih elementov bi bilo zaradi majhnih vrednosti nesmiselno vključiti v analizo, saj bi 
povzročili nesmiselno diskriminacijo med vzorci. Prav tako smo izvzeli vsebnost silicija, ki 
odraža predvsem dodan SiO2, ki je pogostokrat nedeklariran. Vsebnost silicija bi morda 
lahko odražala izvor vzorcev glede na prakso dodajanja SiO2, vendar dodatke lahko dodajajo 
tudi posamezni proizvajalci PD, ki izdelke le zapakirajo, kar bi privedlo do različne 
vsebnosti silicija za enako izvorno surovino (od enega gojitelja). Zaradi omejitve analiz pri 
določanju joda (vse mikroalge imajo vsebnost pod MZ metode XRF), smo slednjega tudi 
izključili iz PCA analize. 
 
Prvi dve diskriminantni funkcij (F1, F2) pojasnjujeta 58 % skupne variance, tri (F1, F2, F3) 
pa 78 %. Za najboljšo interpretacijo bi potrebovali 3D graf (F1, F2 in F3), ki je nepraktičen. 
Zato smo zaradi nepojasnjene skupne variance diskriminantnih funkcij F1 in F2, dodali še 
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Slika 12: Razsevni grafikon različnih skupin PD na osnovi alg (AFA – Aphanizomenon flos-aquae, S – 
Spirulina sp., Sp – S. pacifica, RA – rjave alge, C – Chlorella sp.) glede na AOP, elementno sestavo in 
izotopska razmerja, ter grafikon korelacij med začetnimi spremenljivkami in diskriminantnimi faktorji 
(funkciji F1, F2) 
  
  
Slika 13: Primerjava razsevnih grafikonov različnih skupin PD na osnovi alg (AFA – Aphanizomenon flos-
aquae, S – Spirulina sp., Sp – S. pacifica, RA – rjave alge, C – Chlorella sp.) glede na AOP, elementno sestavo 




































































































































Observations (F2 in F3: 45,5 %)
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Ob upoštevanju prvih treh diskriminantih funkcij (F1, F2 in F3) (Slika 12 in Slika 13) 
vidimo, da graf F1 in F2 zaradi neupoštevanja komponente F3, ne diskriminira med 
vzorcema rjavih alg (Slika 12). Iskanje značilnosti rjavih alg je morda nesmiselno zaradi 
uporabe različnih mešanic vrst rjavih alg v PD ter relativno majhne količine dejanske alge v 
PD, kjer bi bila diskriminacija lahko posledica značilnosti polnila in dodatkov. Prav tako 
nismo upoštevali vsebnosti joda, ki je glavna značilnost izdelkov na osnovi rjavih alg. Na 
podlagi slednje bi brez težav ločili vzorce rjavih alg od ostalih, katerih vsebnost joda je pod 
MZ. 
 
Po pričakovanjih izdelki iz AFA tvorijo skupino, ki se dobro loči od ostalih vzorcev (Slika 
12). Za PD na bazi AFA so značilni predvsem visok antioksidativni potencial (skupne 
fenolne spojine in DPPH vrednost), visoka vsebnost molibdena in kalcija in nizka vrednost 
δ15N. Manjše odstopanje vzorca S2 od skupine vzorcev iz AFA je predvidoma posledica 
dodatkov v vzorcu (ostali vzorci so čisti). Kljub temu lahko trdimo, da imajo vsi vzorci AFA 
enoten izvor. 
 
Vzorce Chlorella sp. in Spirulina sp. (z izjemo S. pacifica) s PCA ni možno zanesljivo ločiti 
zaradi neznačilnosti izbranih parametrov med skupinama (Slika 12). Z izjemo 
antioksidacijskega potenciala, med Chlorella sp. in Spirulina sp. ni dovolj značilnih razlik, 
ki bi omogočale diskriminacijo. Razlika izotopskih razmerjih stabilnih elementov (C, N in 
S) odraža predvsem različen izvor hranil in način gojenja mikroalg, ki se razlikujeta tudi 
med proizvajalci enake vrste mikroalge. Kljub temu, da gre za primerjavo evkariontskega 
organizma (Chlorella spp.) s prokariontskim (Spirulina spp.), ločba na podlagi naše analize 
ni mogoča. 
 
Najbolj izstopata vzorca S. pacifica (Sp) S13 in S17 (Slika 12), ki se bistveno ločita od vseh 
ostalih vzorcev. Tudi v medsebojni primerjavi vseh treh komponent (F1, F2 in F3) je ločba 
jasna (Slika 13). Razlog za ločbo so predvsem bistveno višje koncentracije kovin (kobalt, 
mangan, železo, nikelj, vanadij in cink) v primerjavi z ostalimi vzorci. Funkcija F2 kaže 
močan vpliv omenjenih spremenljivk in njihovo medsebojno korelacijo, ki je značilna za 
vzorca S. pacifica. 
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4.6.2 Analiza razvrščanja enot v skupine (cluster analiza) 
 
 
Slika 14: Dendrogram analize razvrščanja enot v skupine 
 
Namen razvrščanja enot v skupine je uvrstiti enote v skupine po principu podobnosti tako, 
da so znotraj posamezne skupine enote, ki so si glede na vnaprej določen kriterij podobne, 
znotraj različnih skupin pa enote, ki so si glede na ta kriterij različne. Vsaka enota je uvrščena 
v samo eno skupino, posledično se skupine ne prekrivajo (Košmelj in Breskvar Žaucer, 
2006). 
 
Za metodo razvrščanja »cluster analizo« smo izvzeli vzorce rjavih alg, da je bila primerjava 
izključno med vzorci mikroalg. Na dendrogramu je najbolj oddaljena skupina vzorcev S. 
pacifica (Sp), kar nakazuje na bistveno drugačne značilnosti skupine od ostalih skupin (Slika 
14). Iz grafa lahko razberemo, da so značilne spremenljivke skupine predvsem vrednosti 
kovin, kar se sklada z ugotovitvami PCA analize. Vzorci Chlorella sp. in Spirulina sp. 
tvorijo mešane skupine z različno medsebojno oddaljenostjo. Ločba glede na naše rezultate 
ni mogoča, saj so si nekatere enote Spirulina sp. in Chlorella sp. medsebojno bolj podobne 
kot nekatere enote z enako vrsto alge. AFA tvori svojo skupino katere značilne 
spremenljivke so predvsem antioksidativni potencial, vsebnost molibdena in kalcija ter 
vrednosti δ13C in δ15N. V splošnem metoda razvrščanja potrjuje rezultate PCA.  
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5 SKLEPI 
 Med analiziranimi vzorci imajo največji AOP modrozelene ceplivke AFA (4,4 krat 
višji v primerjavi s Chlorella sp. in 2,7 krat višji v primerjavi s Spirulina sp).  
 
 Povprečna vrednost δ13C vzorcev Spirulina sp. in Chlorella sp. je -25,2 ± 4,7 ‰, kjer 
bolj odstopata le 2 vzorca z vrednostmi -17,4 in -37,1‰. Gu in Alexander (1996) 
navajata, da vrednost δ13C v mikroalgah predvsem odraža izotopsko razmerje 
njihovega vira ogljika. Z ozirom na manjša odstopanja v vrednostih δ13C 
predvidevamo, da so imele mikroalge podobne vire ogljika, ki so se izkazali za 
najbolj učinkovite. 
 
 Vzorci Spirulina sp. (7,4 ± 4,4 ‰) imajo višje vrednosti δ15N v primerjavi s Chlorella 
sp. (3,5 ± 6,0 ‰). Visoke vrednosti δ15N nakazujejo na asimilacijo dušikovih spojin 
organskega izvora, če predpostavljamo, da so vrednosti δ15N odvisne od izvora 
dušičnih spojin. Vir organskih dušikovih spojin je lahko tudi odpadna voda, ki 
zagotavlja ekonomski uspeh v primerjavi z uporabo originalnih medijev. 
 
 Vrednosti δ13C v vzorcih AFA (-15,5 ± 1,1 ‰) so večje v primerjavi z ostalimi vzorci 
mikroalg in nakazujejo na asimiliacije zračnega CO2. δ15N vzorcev AFA je blizu 
zračnemu N2 (0,3 ± 1,1 ‰), kar je posledica fiksacije zračnega N2 oziroma 
asimilacije anorganskih virov dušika.  
 
 Največja vsebnost železa (mg/g suhega vzorca) je v vzorcih Spirulina sp. (1,36 ± 
1,33), nato Chlorella sp. (1,00 ± 0,52) in AFA (0,44 ± 0,05). Zaradi nizkega deleža 
alge v izdelku je vsebnost železa v PD na osnovi rjavih alg zanemarljiva. Raznolikost 
pri vzorcih Spirulina sp. je predvsem posledica izredno visoke koncentracije železa 
pri vzorcih S. pacifica (3,29 ± 0,27). Pri primerjavi izmerjenih vrednostih vsebnosti 
železa z deklariranimi je 7 od 9 vzorcev neustreznih (najvišje odstopanje +45 % 
oziroma -20 %). Posledično lahko trdimo, da vsebnost železa v večini vzorcev ne 
ustreza deklarirani. 
 
 Z uživanjem PD na osnovi alg se ne približamo UL esencialnih elementov: selen, 
molibden, cink in baker. Za prekoračitev UL bi bilo potrebno zaužitje odmerka, ki 
več kot 10 krat presega PDO.  
 
 Pri nekaterih vzorcih Spirulina sp in Chlorella sp. smo ugotovili povečano 
nedeklarirano vsebnost silicija (15,0 – 21,6 mg/g vzorca), ki je v nekaterih primerih 
celo večja od vsebnosti silicija v izdelkih z deklariranim SiO2.  
 
 Vsebnost arzena v analiziranih vzorcih ne predstavlja tveganja za potrošnikovo 
zdravje. Zaužitje PDO vzorca z najvišjo vsebnostjo arzena vnesemo 19,5 µg 
skupnega arzena, kar se ne približa meji 210 µg (BMDL0,5 za človeka s 70 kg). 
Najvišja dovoljena vsebnost kadmija za PD je določena pri 1 mg/kg, ki je bistveno 
višja od izmerjenih: Spirulina sp. 0,035 ± 0,022 mg/kg, Chlorella sp. 0,011 ± 0,007 
mg/kg, vzorec rjavih alg z najvišjo vsebnostjo 0,550 mg/kg. Vsebnost svinca je bila 
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pri vseh vzorcih (najvišja vrednost 0,6 mg/kg) bistveno pod dovoljeno mejo (3,0 
mg/kg).  
 Vzorec rjavih alg in vzorec AFA presegata dovoljeno mejo (0,1 mg/kg) za vsebnost 
živega srebra z vrednostmi 0,35 in 0,44 mg/kg. Zavedati se je potrebno, da je 
določena meja izredno nizka in velja za vsa PD ter ni specifična za vire, ki so 
potencialno bolj izpostavljeni vsebnosti živega srebra. Z zaužitjem PDO vzorca z 
najvišjo vsebnostjo bi v telo vnesli 1,76 µg živega srebra, medtem ko bi z zaužitjem 
100 g sveže ribe z mejno vrednostjo (1,0 mg/g) zaužili 100 µg živega srebra. 
Posledično predvidevamo, da živo srebro v analiziranih vzorcih ne predstavlja 
tveganja za zdravje potrošnikov. 
 
 Na podlagi statistične analize (PCA in metode razvrščanja enot v skupine) lahko 
potrdimo enoten izvor AFA za katere so značilni visok AOP, visoka vsebnost 
molibdena in kalcija ter vrednost δ15N, ki je okoli 0 ‰. Vzorcev Chlorella sp. in 
Spirulina sp. (z izjemo S. pacifica) na podlagi omenjenih analiz ni možno popolno 
ločiti, saj z izjemo AOP nimajo dovolj značilnih razlik, ki bi omogočale 
diskriminacijo. Izotopska razmerja elementov (C, N in S) so odvisna predvsem od 
virov hranil, ki so različna glede na prakso proizvajalca. Močno izstopata le vzorca 
S. pacifica zaradi visoke koncentracije elementov: kobalt, mangan, železo, nikelj, 
vanadij in cink.  
 
 S kombinacijo razmerja stabilnih izotopov in elementne sestave lahko iz skupine 
vseh vzorcev ločimo havajsko S. pacifica in AFA. Ugotavljanje izvora vzorcev 
Chlorella sp. in preostalih vzorcev Spirulina sp. na podlagi naših analiz ni mogoče.  
 
 Elementna sestava prehranskih dopolnil iz alg pri večini vzorcev ne ustreza 
deklaraciji. 
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6 POVZETEK 
Obširna ponudba različnih prehranskih dopolnil na osnovi alg priča o njihovi priljubljenosti 
med potrošniki. Vendar termin »alge« v tovrstnih izdelkih zajema med seboj različne 
nesorodne organizme, katerih varnost, izvor in vplivna zdravje so slabo preverjeni, saj 
prehranska dopolnila nimajo stroge regulacije tako kot zdravila in živila. Namen magistrske 
naloge je bil ocena varnosti, skladnosti z deklaracijo in izvorom, ki je pod vplivom številnih 
faktorjev. Določitev slednjega je zaradi skopih deklaracij s strani proizvajalcev zelo otežena. 
 
Mikroalge (evkariontske enocelične alge in modrozelene cepljivke) so zaradi sposobnosti 
tvorbe številnih bioaktivnih spojin, akumulacije mineralov in visoke hranilne vrednosti 
zanimiv organizem. Možnost modifikacije gojitvenega medija z odpadnimi vodami še 
dodatno poveča ekonomsko smotrnost njihove proizvodnje. Ugotovili smo, da 7 vzorcev od 
9 presega najvišja dovoljena odstopanja vsebnosti elementov od deklariranih vrednosti. Prav 
tako smo v nekaterih vzorcih potrdili prisotnost nedeklariranih dodatkov (SiO2). Z zaužitjem 
PDO (po navodilih proizvajalcev) analiziranih PD na osnovi alg, ne presežemo mejnih 
vrednosti za vnos esencialnih elementov. Kljub temu moramo biti previdni ob sočasnem 
uživanju dveh ali več različnih PD. Vsebnost toksičnih elementov (arzen, kadmij, živo srebro 
in svinec) v vzorcih je nizka in ne predstavlja tveganja za zdravje potrošnikov. 
 
Vzorci Spirulina sp. imajo relativno visoke vrednosti δ15N (7,4 ± 4,4 ‰), kar nakazuje na 
uporabo hranilnih dušikovih spojin organskega izvora. Predvidevamo, da gre za uporabo 
odpadnih in komunalnih vod, ki imajo bistven vpliv na ekonomski donos pridelave. Slednje 
je lahko tudi razlog za večjo razširjenost dopolnil na osnovi Spirulina sp. v primerjavi s 
Chlorella sp. Na podlagi rezultatov naših analiz je ločba in določitev izvora vzorcev 
Spirulina sp. in Chlorella sp. težavna, saj posamezna skupina (z izjemo S. pacifica) nima 
značilnosti. S. pacifica se bistveno razlikuje od vseh ostalih vzorcev, predvsem zaradi visoke 
vsebnosti različnih kovin. 
 
Izdelki na osnovi rjavih alg se tržijo izključno z namenom uživanja joda. Slednji je v rjavih 
algah (različni večcelični evkariontski organizmi) prisoten v izredno visokih koncentracijah. 
Določanje izvora rjavih alg je zaradi pomanjkljivih podatkov in majhnega relativnega deleža 
alge v vzorcih (13-14 %) oteženo.  
 
Aphanizomenom flos-aquae (AFA) je modrozelena cepljivka, katere izvor je izključno jezero 
Klamath, kar smo potrdili na podlagi statistične obdelave podatkov naših analiz. V 
primerjavi z ostalimi vzorci alg je za AFA značilen bistveno višji AOP, višja vsebnost kalcija 
in molibdena ter vrednosti δ13C in δ15N. Številne študije navajajo prisotnost cianotoksinov v 
izdelkih na osnovi AFA, vendar zaradi obsega različnih vrst toksinov, številnih okoljskih 
vplivov, možnosti kontaminacije z ostalimi mikroalgami, konsenza o varnosti ni.  
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PRILOGE 




RF Power 1550 W Nebulizer Pump 0.10 rps 
RF Matching 1.60 V S/C Temp 2 °C 
Smpl Depth 10.0 mm Gas Switch Makeup Gas 
Carrier Gas 1.07 L/min Makeup/Dilution Gas 0.00 L/min 
Option Gas 0.0 %   
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PRILOGA B: Vsebnost elementov v vzorcih prehranskih dopolnil na osnovi alg 
  
Si P S Cl K Ca Ti MN Fe Zn Br Rb Sr 
Vzorec g elementa/g vzorca 
s1 1.17E-03 1.31E-04 4.49E-04 2.92E-03 1.99E-03 5.15E-04 7.61E-06 8.65E-06 1.22E-04 8.87E-07 4.07E-05 7.96E-07 3.41E-05 
s5 1.18E-03 9.44E-04 1.51E-03 9.92E-03 6.94E-03 1.84E-03 3.88E-06 8.15E-06 1.30E-04 1.29E-06 1.23E-04 5.20E-06 1.24E-04 
s2 2.33E-03 6.15E-03 7.90E-03 2.37E-03 1.21E-02 1.47E-02 8.50E-06 2.31E-05 4.24E-04 3.00E-06 4.77E-06 2.99E-06 9.87E-05 
s10 8.40E-03 4.94E-03 7.47E-03 2.63E-03 1.37E-02 7.44E-03 6.01E-06 1.76E-05 3.77E-04 2.64E-06 4.22E-06 2.18E-06 4.43E-05 
s11 2.12E-03 6.49E-03 9.26E-03 1.84E-03 1.14E-02 7.62E-03 5.46E-06 2.54E-05 4.91E-04 4.33E-06 2.84E-06 1.47E-06 4.15E-05 
s12 2.31E-03 6.80E-03 1.01E-02 1.34E-03 1.00E-02 6.43E-03 7.04E-06 2.00E-05 4.60E-04 4.96E-06 1.51E-06 2.39E-06 3.61E-05 
s3 3.40E-03 1.67E-02 6.30E-03 1.59E-04 1.00E-02 4.43E-03 1.20E-05 4.09E-05 1.90E-03 1.15E-05 1.80E-06 1.41E-06 3.85E-05 
s4 2.84E-03 1.31E-02 6.26E-03 8.24E-05 9.89E-03 1.09E-03 1.56E-05 5.26E-05 7.93E-04 3.12E-05 5.52E-07 2.92E-06 9.45E-06 
s7 1.50E-02 1.38E-02 7.03E-03 1.30E-04 1.11E-02 1.15E-03 1.15E-04 5.58E-05 8.29E-04 2.07E-05 7.64E-07 2.87E-06 1.09E-05 
s8 7.97E-03 1.59E-02 5.87E-03 6.38E-04 7.57E-03 1.64E-03 8.31E-06 1.67E-05 5.44E-04 8.18E-06 6.08E-07 8.67E-07 7.94E-06 
s9 1.56E-02 1.28E-02 7.73E-03 8.78E-05 9.08E-03 1.54E-03 1.79E-05 5.26E-05 9.16E-04 2.11E-05 9.08E-07 3.82E-06 1.22E-05 
s6 8.98E-03 1.36E-02 8.01E-03 2.00E-04 1.15E-02 9.61E-03 1.01E-05 3.87E-05 5.93E-04 1.69E-05 5.77E-07 1.28E-06 5.62E-05 
s13 1.35E-02 1.00E-02 7.57E-03 5.77E-03 1.71E-02 2.20E-03 4.65E-05 1.28E-04 3.48E-03 5.27E-05 1.65E-05 1.19E-05 2.43E-05 
s14 1.34E-03 1.24E-02 9.04E-03 3.78E-03 2.08E-02 7.37E-04 8.77E-06 2.21E-05 4.82E-04 1.46E-05 1.77E-06 1.23E-06 2.51E-05 
s15 2.17E-02 1.27E-02 6.47E-03 9.15E-05 1.10E-02 1.28E-03 9.31E-06 5.49E-05 9.03E-04 1.39E-05 4.95E-07 4.12E-06 1.02E-05 
s16 7.94E-03 1.22E-02 7.54E-03 1.85E-04 1.36E-02 1.00E-03 9.91E-06 3.49E-05 6.88E-04 1.65E-05 5.65E-07 2.23E-06 7.41E-06 
s17 1.50E-02 1.09E-02 7.91E-03 5.63E-03 1.75E-02 2.28E-03 4.23E-05 1.85E-04 3.09E-03 3.55E-05 1.74E-05 9.96E-06 1.41E-05 
s18 6.43E-03 6.16E-03 3.88E-03 9.13E-04 5.83E-03 7.49E-04 1.28E-05 1.93E-05 2.81E-04 6.02E-06 1.67E-06 5.54E-07 9.75E-06 
 
se nadaljuje…
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Nadaljevanje PRILOGE B: Vsebnost elementov v vzorcih prehranskih dopolnil na osnovi alg 
  
V Mn Co Ni Cu Zn As Se Sr Mo Cd Hg Pb 
Vzorec ng elementa/g vzorca 
s1 4.39E+02 2.44E+03 6.23E+01 3.53E+02 2.14E+02 8.87E+02 3.39E+03 6.66E+00 3.49E+04 1.15E+02 1.43E+01 3.49E+02 <LOD 
s5 4.98E+02 2.82E+03 4.68E+01 3.02E+02 4.35E+02 1.29E+03 4.54E+03 1.53E+01 1.25E+05 6.55E+01 5.50E+02 5.62E+01 5.82E+01 
s2 2.21E+03 1.95E+04 8.99E+02 1.47E+03 5.99E+03 3.00E+03 6.54E+03 1.12E+02 9.60E+04 4.39E+03 3.02E+01 4.38E+02 2.54E+01 
s10 4.43E+02 1.86E+04 3.95E+02 6.15E+02 4.51E+03 2.64E+03 4.76E+03 8.38E+01 4.15E+04 5.12E+03 1.23E+01 2.58E+01 2.16E+01 
s11 1.16E+03 1.86E+04 7.43E+02 1.05E+03 5.18E+03 4.33E+03 4.88E+03 1.25E+02 3.22E+04 4.11E+03 1.11E+01 2.67E+01 2.30E+01 
s12 9.46E+02 1.97E+04 7.53E+02 9.78E+02 5.55E+03 4.96E+03 5.33E+03 1.13E+02 3.85E+04 5.83E+03 1.37E+01 2.51E+01 1.84E+01 
s3 4.99E+02 3.66E+04 9.99E+02 4.41E+02 6.75E+03 1.15E+04 1.12E+02 4.78E+01 3.72E+04 3.64E+02 8.39E+00 4.88E+01 1.95E+02 
s4 1.67E+02 5.04E+04 6.36E+02 5.11E+02 2.71E+03 3.12E+04 4.13E+02 3.35E+01 7.85E+03 2.20E+02 2.40E+01 5.04E+01 5.53E+02 
s7 2.82E+02 5.12E+04 5.80E+02 4.08E+02 2.09E+03 2.07E+04 3.28E+02 1.54E+01 2.89E+04 2.02E+02 8.90E+00 1.70E+01 1.65E+02 
s8 1.08E+02 1.61E+04 9.65E+01 1.95E+02 2.93E+03 8.18E+03 3.87E+01 9.83E+01 1.27E+04 2.56E+02 3.28E+00 <LOD 4.79E+01 
s9 1.18E+02 4.84E+04 8.45E+02 4.61E+02 1.94E+03 2.11E+04 3.97E+02 6.89E+01 1.11E+04 1.80E+02 1.11E+01 3.20E+01 1.83E+02 
s6 1.84E+02 4.03E+04 1.60E+02 1.66E+03 2.65E+03 1.69E+04 5.13E+01 5.13E+01 5.43E+04 1.16E+02 4.17E+01 4.19E+01 6.03E+02 
s13 7.31E+03 1.27E+05 8.96E+03 4.27E+03 7.57E+03 6.05E+04 2.74E+02 4.21E+02 2.15E+04 4.61E+02 6.38E+01 6.56E+00 1.61E+02 
s14 4.44E+02 1.86E+04 2.29E+02 6.97E+02 8.32E+02 1.56E+04 2.70E+03 6.01E+01 2.23E+04 2.07E+02 6.92E+00 3.76E+00 6.29E+02 
s15 1.15E+02 5.43E+04 4.99E+02 2.22E+02 2.77E+03 1.46E+04 1.28E+03 2.29E+01 9.15E+03 2.56E+02 1.14E+01 1.09E+01 2.35E+02 
s16 8.23E+01 3.30E+04 7.00E+02 5.60E+02 2.14E+03 1.84E+04 9.03E+01 2.70E+03 6.15E+03 1.74E+02 2.12E+01 1.27E+01 4.50E+02 
s17 5.05E+03 1.69E+05 1.31E+04 5.10E+03 9.97E+03 4.23E+04 3.70E+02 5.48E+02 1.10E+04 7.68E+02 4.93E+01 5.08E+00 7.73E+01 
s18 3.05E+02 1.54E+04 2.10E+02 1.21E+03 9.88E+02 1.02E+04 3.15E+02 6.76E+01 9.35E+03 1.24E+02 5.28E+01 6.28E+00 2.73E+02 
 
